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Rage: la fin en 2030? 

Time to eliminate rabies. II est temps d’eliminer la rage, pouvait-on lire dans un 
recent numero du Lancet, en fixant une date, 2030, la meme que proposee par 
ONUSIDA pour I’infection a VIH. 

Le Lancet revelait que, le 10 decembre, I’OMS, I’Organisation mondiale de la 
sante animale, la Food and Agriculture Organization de I’ONU et I’Alliance mon- 
diale pour la maitrise de la rage ont lance un programme pour eliminer la rage 
d’ici 2030. Initiative qui marque pour la premiere fois, soulignait le Lancet, que 
medecine humaine et medecine animale ont decide d’une strategie commune 
pour mettre fin a une maladie devastatrice mais massivement negligee... 

La rage est une maladie que Ton peut prevenir par la vaccination primaire et 
par la vaccination post-exposition. Depuis Louis Pasteur, il y a bien longtemps 
que la rage urbaine a disparu des cites des pays developpes, elle n’est plus 
que sylvatique, et encore... Pourtant, quelque 70000 personnes meurent encore 
de la rage chaque annee, principalement dans les zones rurales d’Afrique et 
d’Asie. La rage est une zoonose, la contamination de I’Homme est accidentelle, 
mais le risque persiste. Contamination due dans 99 % des cas a une morsure 
de chien, il suffirait de vacciner tous les chiens domestiques, mieux controler 
les chiens errants, responsabiliser les proprietaires de chiens: solution la plus 
efficace pour eliminer la maladie. Selon des sources autorisees, la vaccination 
de 70 % des chiens permettrait de supprimer la maladie humaine, sachant que 
la vaccination canine coute moins d’un dollar alors que la prophylaxie humaine 
post-exposition coute entre 40 et 50 dollars. 

II faut rendre accessibles partout vaccins et immunoglobulines antirabiques, 
sachant qu’une morsure est mortelle si la prophylaxie n’est pas administree 
avant apparition des symptomes. II est necessaire de sensibiliser les autorites 
locales et les populations sur la necessity de chercher du secours sans delai 
apres morsure. II faut trouver le nerf de la guerre, ce que reclame regulierement 
I’OMS a ses donateurs, pour etablir ce reseau mondial antirabique, ses infras- 
tructures biomedicales et ses armes. 

Des pays ont montre qu’eliminer la rage est faisable et abordable, dit le Lancet, 
citant I’Afrique du Sud, la Tanzanie, le Bangladesh, les Philippines. L’elimination 
de la rage, priorite mondiale de sante: les outils existent, il suffit d’y recourir. 

RFL 


Conseil scientifique 


PRESIDENT: Paul LAFARGUE (Paris). 

BUREAU: Bruno BAUDIN (Paris), Dominique CHABASSE (Angers), Alain CHEVAILLER 
(Angers), Eric GARNOTEL (Marseille), Michele IMBERT (Creteil), Marie-Laure JOLY- 
GUILLOU (Angers), Marc MAYNADIE (Dijon), Michel SEGONDY (Montpellier). 

COMITE: 

MEMBRES FRANGAIS: Frederic BARBUT (Paris), Patrice BOUREE (Le Kremlin-Bicetre), Rene 
CHERMETTE (Maisons-Alfort), Claude GUIGUEN (Rennes), Paul HOFMAN (Nice), Frangois 
JEHL (Strasbourg), Said KAMEL (Amiens), Marie-Nathalie KOLOPP-SARDA (Lyon), Jean- 
Jacques LATAILLADE (Clamart), Jean-Philippe LAVIGNE (Nimes), Jerome LE GOFF (Paris), 
Michele MALET (Caen), Vincent MARECHAL (Paris), Denis MASSIGNON (Lyon), Thierry 
MOLINA (Paris). 

MEMBRES ETRANGERS: Smail BELAZZOUG (Algerie), Ahcene DEMBRI (Algerie), 
Hicham OUAZZANI (Maroc), Lassaad SARRAI (Tunisie), Abderrahim TAZI (Maroc). 

MEMBRES HONORAIRES: Marie-Helene BESSIERES (Toulouse), Jean-Louis KOECK 
(Bordeaux), Anne-Marie MANEL (Champagne-au-Mont-d’Or), Jean-Claude NICOLAS 
(Chatou/Princeton, USA), Michel VAUBOURDOLLE (Paris). 
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Congres des 2 es Journees franco- 
maghrebines de parasitologie et 
mycologie a Tunis 




Un auditoire attentif 


L’organisatrice 
des Journees, 
le Pr AYda Bouratbine 
(Parasitologie medicale, 
biotechnologie et 
biomolecules, Institut 
Pasteur, Tunis, Tunisie) 


C'esf dans un lieu emblematique, I’ Institut Pasteur , ou exerga Charles Nicolle, directeur de 1903 a 1936 , 
Prix Nobel de medecine 1929, que sont tenues pour la premiere fois, a Tunis, les Journees franco-maghrebines de 
parasitologie et de mycologie medicale (JFMPM). Cette deuxieme edition etait organises en partenariat avec 
la Societe marocaine de mycologie medicale, la Societe algerienne de mycologie medicale, la Societe frangaise de 
parasitologie (SFP), la Societe frangaise de mycologie medicale (SFMM), la Societe tunisienne de pathologie infectieuse 
et le Groupement des protistologues de langue frangaise (GPLF). 


Du 28 au 31 octobre 2015, ces JFMPM tunisiennes faisaient 
suite a celles organisees avec succes a Rabat en octobre 2013. 
La prochaine edition est prog ram mee a Alger, en octobre 201 7. 

Quelque 300 medecins, enseignants-chercheurs, scientifiques, 
internes, etudiants et jeunes doctorants, principalement du Maroc, 
de Tunisie, d’Algerie et de France, ont suivi ces journees tres 
riches sur le plan scientifique et aussi tres conviviales, facilitant 
les echanges entre les equipes. 



Avec 3 sessions, 3 symposium, 15 conferences a I’ouver- 
ture et aux sessions plenieres, 40 communications orales et 
1 60 communications affichees, les Journees ont fait le point des 
donnees epidemiologiques, et des presentations des parasites 
et champignons, leur phylogenie, leur diversity, les aspects cli- 
niques qui s’y rattachent, les nouvelles approches, les methodes 
diagnostiques, les moyens therapeutiques... 

Parmi les nouveautes, une mention a la session interactive 
de 7 cas cliniques avec questions-reponses et evaluation via 
un boitier individuel remis aux participants. Autre originalite: 
la presentation de posters sur ecran (e-posters) avec possibility 
d’en telecharger le contenu prealablement numerise. 

Concretement ces JFMPM ont traite a la fois de I’actualite de 
la prise en charge des patients atteints de pathologies parasi- 
taires, qu’elles soient d’origine feco-orale ou de transmission 
vectorielle, et fongiques, et de la maitrise de ces affections, 
ainsi que de I’avancee de la recherche dans le domaine de la 
biodiversity des micro-organismes eucaryotes et de leur role 
dans la pathogenese. 

Au total, des Journees reussies, studieuses et chaleureuses, 
qui revelent un reel enthousiasme des jeunes generations pour 
nos disciplines. ■■ 

Dominique Chabasse 

Parasitologie-mycologie, Institut de biologie en sante, CHU Angers 
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Toxoplasmose : faux positif par transmission passive 
d’anticorps (Ac) anti-toxoplasme 

Poster de L. Paris et coll. CHU Pitie Salpetriere, Paris, France 


La determination du statut immunitaire spe- 
cifique contre Toxoplasma gondii est essen- 
tielle a la surveillance serologique, delivrer 
les mesures prophylactiques appropriees 
pendant la grossesse et evaluer le risque 
de reactivation chez les patientes immu- 
nodeprimees. L’apparition isolee d’Ac IgG 


anti-toxoplasme chez une patiente reconnue 
seronegative constitue un probleme dia- 
gnostique, on I’explique le plus souvent par 
la transmission passive d’Ac suite a trans- 
fusion sanguine et/ou perfusion d’immuno- 
globulines polyvalentes : une interference 
dans la serologie toxoplasmique a connaftre. 


Leishmaniose viscerale de I’enfant 


Etude de 164 cas sur 10 ans, S. Cheikhrouhou S., et coll. 

Laboratoire de parasitologie-mycologie , CHU La Rabta, Tunis, Tunisie 


La leishmaniose viscerale (LV) est un reel 
probleme de sante publique en Tunisie, sur- 
tout en population pediatrique. Cette etude 
retrospective visait a decrire I’epidemiologie 
et les aspects clinicobiologiques de la LV 
chez I’enfant. L’ etude porte sur 164 cas 
de LV, diagnostiques au Laboratoire de 
parasitologie-mycologie du CHU La Rabta 
sur une periode de 10 ans (2006-2015). 
Les prelevements de sang et de moelle 
osseuse d’enfants ages de moins de 1 6 ans, 
hospitalises pour suspicion d’une LV dans 
divers hopitaux tunisiens, etaient adresses 
au Laboratoire pour examen direct et/ou 
culture et/ou PCR. 

Sur 473 prelevements regus, 1 64 (35 %) 
etaient positifs. L’age moyen des patients 
etait de 2,6 ans (1 mois-1 6 ans) avec un sex- 
ratio H/F de 0,87, ils etaient principalement 
originaires du gouvernorat de Zaghouan 
(33 cas), de Beja (29 cas) et Siliana (26 cas). 


La duree moyenne des symptomes avant 
consultation etait de 24,7 jours (1 -1 80 jours). 
La fievre au long cours etait le motif de 
consultation le plus frequent (87,3 %). 
Splenomegalie, hepato-splenomegalie et 
paleur cutaneo-muqueuse etaient signa- 
lees respectivement chez 45,2 %, 40 % et 
31 % des enfants. La pancytopenie etait 
presente dans 62 % des cas, une anemie 
isolee etait notee chez 11,1% des sujets. 
Le myelogramme realise chez 58 enfants 
etait positif dans 42 cas. La PCR sur sang 
et/ou moelle realisee chez 1 06 enfants etait 
positive dans 102 cas. La culture du sang 
et/ou de moelle sur milieu NNN ou sang 
de lapin coagule etait positive dans 55 cas. 

En conclusion, la LV infantile est a sus- 
pecter en cas de fievre au long cours chez 
un enfant venant d’une zone d’endemie. 
Precocite du diagnostic et du traitement 
cible ameliorent son pronostic. 


Donnees epidemiologiques, 
cliniques et parasitologiques de la 
leishmaniose cutanee en Tunisie 


A propos de 1284 cas, H. Hakmouni, et coll. 
Laboratoire regional d’hygiene, CHU HediCha- 
ker, Sfax, Tunisie 

Cette etude retrospective du Laboratoire d’hy- 
giene du CHU HediChaker de Sfax, realisee du 
1 er janvier 201 1 au 31 aout 201 5, a inclus tous 
les cas suspects de leishmaniose cutanee. Le 
diagnostic etait pose dans un premier temps 
sur I’examen direct de frottis dermiques colo- 
res au Giemsa. En cas de negativite, une PCR 
classique etait realisee. 

Sur les 1 284 cas suspects, le diagnostic a ete 
retenu dans 694 cas (54 %). La leishmaniose 
touchait plus de femmes que d’hommes, avec 
un sexe ratio M/F de 0,82. L’age moyen etait de 
33 ans (2 mois a 95 ans). La majorite des patients 
(43,2 %) venait ou avait sejourne dans la region de 
Menzel Chaker et Agareb. La lesion etait unique 
dans 65,6 % des cas, 36 % avaient 2 lesions et 
40,7 % plus de 3 lesions. 

Les membres superieurs et inferieurs etaient les 
plus touches: 576 cas soit 83 %. Le visage etait 
touche dans 174 cas (25 %). D’autres localisa- 
tions (49 cas) etaient notees: tete, abdomen, dos. 
En majorite, les lesions sont apparues, selon I’in- 
terrogatoire des patients et/ou de leurs parents, 
2 mois avant la date de consultation (2 jours a 
8 ans. La prevalence saisonniere connart 2 pics: 
decembre (24,3 %) et janvier (22,9 %). Le dia- 
gnostic etait pose par examen direct dans 80,4 % 
des cas, par PCR pour les autres cas. 
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Technique de I’insecte sterile: innovations et opportunites 


Jeremie Bouyer. CIRAD, Montpellier, France 


Le developpement de resistances des insectes 
vecteurs de maladies humaines et animales, 
et I’invasion de nouveaux territoires par des 
vecteurs exotiques, dans un contexte de regie- 
mentation accrue des insecticides autorises, 
imposent d’initier de nouvelles methodes de 
lutte. Parmi elles la lutte genetique apparait 
prometteuse, comme en temoigne le projet 
d’eradication des glossines au Senegal. 

Dans ce projet, chaque etape a fait I’objet 
de developpements methodologiques et 
technologiques applicables a d’autres vec- 
teurs. Les habitats favorables aux glossines 
sont identifies par teledetection a partir d’un 
modele de distribution permettant de reduire 
de plus de 95 % la densite des glossines avec 


seulement 1,3 a 3,4 pieges/km 2 . Ce meme 
modele est utilise pour calculer la densite de 
males steriles a relacher: 10 males steriles au 
km 2 si I’habitat est defavorable, 100 s’il est 
favorable. Ces males steriles sont produits 
et irradies au Burkina Faso et en Slovaquie, 
et des conditions optimales de transport par 
courrier rapide ont ete congues pour assurer 
leur survie (temperature de 1 0 °C notamment). 
Ms sont ensuite relaches par voie aerienne et 
geres par un systeme d’information geogra- 
phique (SIG) qui permet d’ajuster la densite de 
males steriles qu’il est necessaire de relacher 
pour atteindre I’objectif d’eradication. 

Cet objectif ouvre des perspectives econo- 
miques et environnementales. Une etude 


cout/benefice ex ante en a demontre la ren- 
tabilite, il a ete prime a I’Expo Milano 2015 
dans la categorie Meilleures pratiques de 
developpement durable des petites commu- 
nautes ru rales, comme exemple d’ intensifi- 
cation ecologique. 

Une modelisation a ete utilisee pour predire 
les distances genetiques entre populations 
de glossines a leurs limites de repartition 
en Afrique de I’Ouest, du Burkina Faso au 
Senegal. Ce modele est base sur des infor- 
mations obtenues par teledetection et a 
permis d’identifier d’autres populations de 
glossines, probablement isolees, qui pourront 
etre ciblees en priorite dans des programmes 
d’eradication similaires. 


Probiotiques dans le traitement de la giardiase 


T. Attain et coll. INRA, Jouy-en-Josas. AgroParisTech, UMR1319 Micalis, 78350 Jouy-en-Josas, France. UMR7245 CNRS, Sorbonne- 
Universites, Museum national d’histoire naturelle, Paris. UMR BIPAR, Ecole Nationale Veterinaire d’Alfort, ANSES, INRA, France 


Giardia duodenalis est le protozoaire respon- 
sable de la giardiase, parasitose intestinale la 
plus repandue dans le monde, caracterisee par 
malabsorption intestinale, diarrhees, perte de 
poids et douleurs abdominales intenses chez 
I’Homme et nombre de mammiferes. Son impact 
en sante publique et veterinaire est reconnu, 
responsable d’importants deficits nutritionnels, 
en particulier chez le sujet jeune. 

L’infection a pour cause I’ingestion de kystes 
presents dans les aliments ou I’eau contami- 
nee. Infectieux a tres faibles doses, ils sur- 
vived plusieurs mois dans I’environnement et 
sont resistants a differents disinfectants. Suite 
au dekystement, les Giardia, sous forme tro- 
phozoite, adherent a I’epithelium de I’intestin 
grele et se repliquent, causant les symptom es. 


Cette phase se termine par un nouvel enkys- 
tement et I ’excretion de kystes dans les feces. 

II est desormais etabli que certaines bacteries 
lactiques ont un role important dans la protection 
contre cette parasitose. Lactobacillus johnsonii 
LAI (LjLal), notamment, a un role protecteur 
contre la croissance de Giardia WB clone 6 
sur la gerbille. Dans ce contexte, les auteurs 
ont recemment identifie plusieurs metabolites 
actifs, exprimes par LjLal , responsables de cet 
effet inhibiteur. Les enzymes produisant ces 
metabolites ont ete donees en systeme hete- 
rologue sur Escherichia coli, fusionnees a une 
queue poly-histidine, purifiees et leurs proprietes 
biochimiques et inhibitrices ont ete etudiees. 

Les auteurs ont pu montrer qu’elles inhibent la 
croissance de G. duodenalis in vitro et in vivo 


dans un modele murin de la giardiase (souriceaux 
OF1 non sevres). Parallelement, apres avoir 
effectue un criblage d’environ 40 souches de 
lactobacilles, selon leur activite anti -Giardia in 
vitro, les auteurs ont pu identifier une souche aux 
effets inhibiteurs comparables a ceux de LjLAI . 
Puis cette souche bacterienne a ete administree 
in vivo sur le modele murin de la giardase decrit 
precedemment. On a observe une reduction 
de 90 % de la charge parasitaire dans I’intestin 
grele des animaux nouveau-nes. 

Ces resultats permettent de proposer de nou- 
velles strategies therapeutiques pour la giardiase 
humaine et animale, basees sur I’usage de pro- 
biotiques, ou d ’enzymes qui en sont derivees, 
afin de pallier aux frequents echecs therapeu- 
tiques actuels. 
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Otomycoses chez les porteurs d’aides auditives, 
etude retrospective 2010-2015 


Y. Merad et coll. Unite de parasitologie-mycologie, CHU de Sidi-Bel-Abbes, Algerie 


L’aide auditive (AA) chez les sujets sourds ou 
malentendants expose au risque potentiel 
d’otite, le caractere occlusif de I’embout de 
la prothese (EP) sur le conduit auditif externe 
(CAE) peut induire une augmentation de la 
chaleur et de I’humidite et favoriser une infec- 
tion locale. Cette etude retrospective de 5 ans 
sur les otites diagnostiquees en Algerie au 
CHU de Sidi-Bel-Abbes et a I’EHU d’Oran, 
inclut des porteurs d’AA, afin d’etablir I’inci- 
dence des otomycoses dans cette population 
de sujets de 3 a 86 ans. 

Sur 77 porteurs d’AA, 69 portaient des AA 
contour d’oreille a embout fond de conque, 
4 des AA contour d’oreille a micro-embout 
et 4 des AA intra-auriculaires. La duree 
moyenne du portage est de 3 ans, 9 patients 
avouant nettoyer leur embout, 3 seulement 
avaient des bortes de rangement mais souil- 
lees, les autres plagaient I’AA dans une poche 
ou... ailleurs. Apres examen ORL, un ecou- 
villonnage du CAE, de I’EP, et une mesure 
du pH du CAE, puis un examen direct et 
un ensemencement sur SC, SAC et GS, 
I’auxanogramme a ete utilise pour les levures. 
Le pH varie de 4 a 6. 


Les signes associes a une mycose sont 
surtout: prurit, hypoacousie, bourdonne- 
ments et otorrhee. Les especes retrouvees 
sont -.Aspergillus {A. niger, A. flavus, A. ter- 
reus), Candida (C. parapsilosis, C. albicans, 
C. guillermondii, C. rugosa), Trichosporon 
asahii, Microsporum canis chez un enfant 
en zone rurale avec teigne du cuir chevelu, 
Trichophyton rubrum chez une menagere 
ayant une epidermophytie du pied, Tricho- 
phyton mentagrophytes chez un agriculteur. 
On note 2 cas de C. parapsilosis sur I’EP et 
le CAE, et 2 affections mixtes avec bacteries 
Proteus spp et Pseudomonas spp. 

En conclusion I’otomycose du porteur d’AA 
est frequente, en ete surtout pour le dispositif 
contour d’oreille a embout fond de conque, 
elle est retrouvee tant en zone urbaine qu’en 
zone rurale, elle est soit primitive ou associee 
a des bacteries. L’ examen mycologique est 
necessaire, surtout en cas de dermatophytes 
ou de mycose a distance. Certaines levures 
sont non seulement retrouvees au niveau du 
CAE mais egalement sur I’EP II faut done 
insister sur I’hygiene de I’AA. 


Securite et qualite au laboratoire de mycologie 


C. Kauffman-Lacroix, parasitologie-mycologie, Poitiers, France 


La maitrise des processus au laboratoire 
de mycologie medicale assure la qualite de 
I’examen. Le biologiste doit avoir defini ses 
besoins precis: une equipe competente, du 
materiel et des reactifs performants, une 
bonne methode, soit conventionnelle par 
culture, soit par biologie moleculaire, des 
locaux adaptes et, bien sur, un prelevement 
assurant une bonne qualite d’echantillon- 
nage, transports au laboratoire dans des 
conditions optimales. 

Le biologiste doit proceder a une analyse 
de risques: identifier les facteurs influen- 
gant le resultat ; montrer comment ont peut 
martriser ces facteurs d’influence significa- 
tive; justifier I’influence non significative de 
certains facteurs. 

Le personnel du laboratoire sera forme aux 
risques microbiologiques puisqu’il lui arrive 
d’etre expose a des agents pathogenes 
infectieux. 


La qualite des analyses est surveillee en 
routine par mise en oeuvre de controles 
de qualite internes (souches de reference). 
La comparaison avec d’autres laboratoires 
complete les actions a mettre en place grace 
a des programmes externes. 


Apporter toutes les preuves necessaires 
pour que les prescripteurs et les patients 
aient confiance dans la qualite de I’organisa- 
tion et des resultats : e’est le but de la norme 
NF EN ISO 15189 pour les laboratoires de 
biologie medicale: Exigences particulieres 
concernant la qualite et la competence. 


Les animateurs de la session 
mycologie. De g. a d.: le Pr Ismael 
Achir (Algerie), le Pr S. Gargouri 
(Tunisie), le Pr C. Guiguen (France) 
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49 e 

JBP 

Journees 
de Biologie 
Praticienne 


49 es Journees 
de Biologie Praticienne 

Les Journees de Biologie Praticienne se sont deroulees du 4 au 5 Janvier a la Maison 
de la Chimie a Paris. Le programme , riche de diversity concerne plusieurs families de la 
biologie medicate: immuno-hematologie , biochimie, microbiologie, bacteriologie, serologie infectieuse et 
parasitaire, parasitologie. Quelques bribes de ces differentes conferences sont ci-dessous rapportees. 




C omme d’habitude, Marie-Frangoise Gaudeau-Toussaint orna son discours d’ouverture d’une ico- 
nographie sur le theme du pont qui lui offrit une panoplie de paraboles dont I’originalite n’enlevait 
rien aux symboles: jonction, traversee, objectif, rigueur, equipe, destination, humanite... 

Tout au long de ces Journees de Biologie Praticienne des conferences transversales (biologie et thera- 
peutique personnalisee des cancers, problemes medicaux legaux lies au role de conseil du biologiste 
medical, security et confidentiality des systemes d’information) cotoyaient 3 sessions DPC: Attitude 
pratique du biologiste face a une hyper-eosinophilie, Role du biologiste pour la maitrise des bacteries 
multi-resistantes aux antibiotiques, Exploration biologique de I’osteoporose en 2015. 


Allo-immunisation 

foeto-maternelle 

(Dr Anne Frangois, Paris - modera- 
trice: Marie-Helene Horellou, Paris) 

Le risque encouru par le foetus est fonc- 
tion de I’allo-anticorps en cause: I’anti- 
RH1 et I’anti KEL1 se manifestent des la 
fin du 1 er trimestre. La prevention de I’allo- 
immunisation doit etre entreprise apres 
la 1 5 e semaine (pour I’anti-D et I’anti-K) ; 
apres la 20 e semaine pour l’anti-c (risque 
d’anemie du foetus). 

Les systemes les plus souvent impliques 
sont RH/KEL/FY /JK /MNS. En cas de 


transfusion en situation d’urgence vitale 
a I’aide de PSL O RH1 - (toujours RH4+) 
il faut garder a I’esprit que 25 % des 
femmes RH 1 + sont RH4-. Entre 2011 
et 2014, 1 140 anti-RH4 ont ete mis en 
evidence. 

Le genotypage de I’ADN foetal peut etre 
fait a partir de la 12 e semaine pour le 
RH1 et de la 13 e semaine pour le KEL1 . 
En presence d’un allo-anticoprs dange- 
reux pour le foetus, le titrage doit etre 
pratique toutes les deux a 4 semaines. 
Les anticorps anti-Lewis ne presentent 
aucun risque, ni pour la mere ni pour 
I’enfant. 


Revolution biologique actuelle 
dans la prise en charge 
personnalisee des cancers 

(Dr Pierre-Jean Lamy, Montpellier 
moderateur: Sylvain Loric, Creteil) 

Les processus cancereux relevent d’une 
« maladie» de I’ADN: 60 % des anoma- 
lies sont transmissibles lors de la division 
cellulaire. 

Le chromosome « Phi » de la LMC est 
du a une translocation provoquee par 
une tyrosine-kinase dont le blocage par 
I’imatimib (Glivec) empeche cette trans- 
location. 


DPC1 


I Attitude pratique du biologiste face a une hyper-eosinophilie 

(Dr Jean-Emmanuel Kahn, Suresnes - moderatrice: Chantal Brouzes, Paris) 


L’hyper-eosinophilie survient si le taux 
de PNE est > 1,5 G/L (1 500/mm 3 ). Les 
causes les plus probables sont: 

- un medicament (DRESS: Drug Rash 
with Eosinophilia and Systemic 
Symptoms), 

- une parasitose (bilharziose, angilulose, 
ankylostomiase, filariose, toxocarose, 
trichinose, distomatose, anisakiase) si le 
taux d’eosinophiles est < 1 G/L, penser 
a I’oxyure ou au taenia. 

- une neoplasie (chez une patiente de 
18 ans, un taux de PNE >1,2 G/L, 
associe a un prurit doit faire penser 
au Hodgkin ; chez un patient de 63 ans, 
un taux de PNE > 1,9, accompagne 
d’une perte de poids et d’une eleva- 
tion de la CRP doit faire rechercher un 
cancer. 


La leucemie chronique a PNE est causee 
par le gene de fusion 1 FIP1 LI -PDGFRa 
(tyrosine kinase activee issue d’une dele- 
tion de 800 Kb sur le chromosome 4q12 
(inhibition par I’imatimib). 

- une infection virale (VIH, HTLV1). 

L’hyper-eosinophilie est inculpee de cyto- 
toxicite, de dysfonctionnement d’organes, 
de thrombose provoques par les gra- 
nules dont les proteines cationiques ont 
des proprietes cytotoxiques (impregna- 
tion eosinophilique). Les consequences 
observees sont diverses et se voient dans 
toutes les hyper-eosinophilies (manifes- 
tations cliniques de la maladie causale) : 

- myocardite, 

- thrombose intra VG, embolie syste- 
mique, 



-fibrose endo- 
myocardique 

Le syndrome hyper- 
eosinophilie (SHE) 
n’estevoquequ’en 
cas d’atteinte d’un 

organe liee aux eosinophiles (cceur, tube 
digestif, systeme nerveux et peau). 

Tout taux d’eosinophiles > 0,5 G/L per- 
sistant, doit etre explore. Ne pas oublier 
que: 

- le Piroxicam (AINS) peut induire une 
hyper-eosinophilie, 

- I’atopienedonne jamais plus del 500/mm 3 
eosinophiles, 

- il n’y a pas de relation systematique 
entre le taux d’eosinophiles et le reten- 
tissement, 
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Le chromosome 1 7 porte le gene HER2 et 
I’Herceptine (Trastuzumab) cible la molecule 
HER2 surexprimee. 

Dans le melanome, le gene BRAF mute 
conduit a une auto-activation permanente 
de la signalisation a laquelle s’oppose le 
Zelboraf. 

Dans le cancer colorectal, le blocage de 
I’EGFR est obtenu par le Panitumumab et 
le Cetuximab). Toutefois si la tumeur est 
KRAS, le blocage par I’anti-EGFR est inutile. 
La medecine personnalisee a pour prin- 
cipe de base de donner le bon traitement 
a la bonne personne. Le suivi de la muta- 
tion initiale a montre que les metastases, 
au cours du temps subissent une evo- 
lution (modification de(s) mutation(s)). 
II est desormais possible d’analyser I’ADN 
relargue des cellules tumorales circulantes 
(circulating cell-free DA/A), d’ou I’appella- 
tion de «biopsie liquide ». 

Recemment, chez un patient atteint d’un 
CCR traite par anti-EGFR, la mutation sur 
I’ADNct T790M (EGFR exonl 9) de resistance 
au traitement a ete mise en evidence. 

Problemes medico-legaux 
lies au role de conseil du bio- 
logiste medical 

(Dr Didier Legeais, Grenoble 
moderateur: Jean Canarelli, Ajaccio) 

Un seul mot resume cette presentation: 
tragabilite +++ (des appels telephoniques, 
de I’information du patient - du prele- 
vement a I’explication des resultats- du 
prescripteur, de la modification d’une pres- 
cription, d’une prestation de conseil, bref 
de tout ce qui pourrait etre reproche au 
regard de I’absence de la trace ecrite... 
bon courage! 


La dengue en 2015 

(Dr Remi Charrel - Marseille; 
moderateur Patrick Berche, Lille) 

La dengue est due a un arbovirus de la 
famille des Flaviviridae (genre flavivirus). 
La transmission humaine est effectuee par 
les moustiques Aedes lors d’un repas san- 
guin. II existe 4 serotypes DEN-1 , DEN-2, 
DEN-3 et DEN-4. II faut se rappeler qu’il 
n’y a pas d’immunisation croisee. Des 
infections ulterieures par un autre serotype 
sont done possibles et provoquent une 
dengue secondaire plus severe (dengue 
hemorragique). 

Les symptomes surviennent apres 2 a 
7 jours d’incubation a type de fievre, 
cephalees, nausees et vomissements, 
douleurs articulaires et musculaires et 
souvent d’une eruption cutanee maculo- 
papuleuse. 

Aedes Albopictus s’est bien adapte (mieux 
que Aegypti) aux conditions climatiques 
temperees et est retrouve dans plusieurs 
departements de la metropole. 

Le virus est une particule spherique 
enveloppee comportant a sa surface 
des proteines M et E associees a des 
lipides, et en interne une nucleocapside 
C enchassant le genome viral. Le genome 
du virus de la dengue est un ARN mono- 
catenaire. II code les trois proteines struc- 
tures (C, E et le pre- curseur de M) et 
des proteines non structurales dont NS1 . 
La periode de viremie va de 2 jours avant 
le debut des signes cliniques jusqu’a envi- 
ron 7 jours apres. Lors d’une infection 
primaire, les IgM anti-dengue specifiques 
sont detectees environ 5 jours apres I’appa- 
rition des signes cliniques. Le pic survient en 
deux semaines puis diminue pour devenir 


indetectable au bout de trois mois. Les 
IgG apparaissent vers le 1 0 e jour et restent 
detectables pendant plusieurs annees. 

La detection de la proteine NS1 (Elisa) peut 
etre pratiquee du 1 er au 5 e jour apres les 
signes cliniques, mais une reponse nega- 
tive n’exclut pas le diagnostic de dengue. 
Les TROD ont une fiabilite variable, voire 
inacceptable, et inferieure a la methode 
Elisa et ne sont done pas recommandes. 
La RT-PCR (et la PCR temps reel multi- 
plex) permettent le diagnostic direct des 
la phase precoce de la maladie avec iden- 
tification du serotype. 

En serologie, la caracterisation d’un taux 
d’lgG au moins 4 fois superieur a celui du 
taux precedent (deux semaines) est tres 
significative. 

L’automation 
en bacteriologie 

(Dr Jean-Louis Galinier, Toulouse - 
moderateur: Jean-Louis Gaillard, 
Boulogne-Billancourt) 

Les raisons de r automation 
sont multiples: 

- baisse des delais de rendu en bacterio- 
logie et done des DMS, 

- absence de gain en terme d’ETP suite 
aux restructurations, 

- contraintes pre-analytiques et nombreux 
formats d’echantillons, 

- complexity des processus analytiques, 

- multiplication des CIQ et EEQ. 

Les consequences attendues 
de cette automation sont: 

- (’organisation des flux plus efficace, 

- (’amelioration continue de la qualite, 
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- la plus value apportee (service rendu - 
PCR), 

- le gain sur les delais (TAT). 

A JO, I’ensemencement et la biologie 
moleculaire sont les deux principaux 
acteurs. 

• L’ensemencement automatise doit 
repondre a la simplification, a I’integrite 
de I’echantillon (M4RT, Eswab) et a I’aug- 
mentation des performances (differentia- 
tion et nombre de colonies, sensiblite). 
Les automates interesses sont Previsola, 
Innova, WASP, Kiestra InoquIA. 

• Les methodes PCR multiplex, ARRAYS 
offrent une double evolution (technique 
et automation). Elies devront cepen- 
dant beneficier d’une analyse de risque, 
de programme CIQ et EEQ, de com- 
paraisons de methodes et de verifi- 
cation de I’absence de contamination 
(QUAMIC). 

Pour les urines, la cytologie fait appel soit 
a la cytometrie de flux soit a I’analyse 
d’image; le but etant d’eviter I’ensemen- 
cement d’echantillons negatifs. 

A J1 , la lecture automatisee des geloses 
(Kiestra Vision Tool Box, WASPlab) permet 
I’identification, I’acquisition d’images digi- 
tales et. . . le tri des boites prive des allers/ 
retours etuve(s) - paillasse! 

Le cahier des charges dans ces projets 
(ou realisations) d’automation interesse 
differents aspects: I’analyse de risque (5M), 
les cadences et la modularity, le nombre 
de sorties en pre-tri, la metrologie, etc. 
Des indicateurs qualite devront etre mis 
en place (taux moyen de pannes, temps 
technicien, efficience). 

Les gammapathies 
monoclonales de 
signification indeterminee 

(Dr Olivier Decaux, Rennes 
moderateur Frangois Schmitt, Lorient) 

II s’agit des «MGUS» puisque les 
acronymes anglo-saxons sont deve- 
nus incontournables... dont I’hypothese 
est formulee lorsque qu’au vu d’un pic 
a Telectrophorese le doute s’installe 
(Kahler, Waldenstrom, amylose (chaines 
legeres), cryoglobulines, anti - MAG ?). 
Une etude americaine a montre que I’oc- 
curence des MGUS etait de 3 % chez 
les patients > 50 ans et elle augmente 
avec I’age. 

Penser au Kahler, s’il est trouve: une 
cytopenie, une cryoglobulinemie, une 
IRC, une amylose, une atteinte osseuse 
et une hypogamma polyclonale associee 
induisant une sensibilite aux infections: 



DPC2 


Role du bacteriologiste 
pour la maitrise des bacteries 
multi-resistantes aux antibiotiques 


(Bruno Grandbastien, Lille 
moderateur: Michel Simonet, Lille) 


En France, les BMR et BHRe (hau- 
tement resistantes emergentes) sont 
respectivement: 

- SARM, 

- Enterobacteries BLSE, 

- Acinetobacter baumannii resistant a 
I’lmipeneme (ABRI) ou IMP-S mais 
resistant a tous les autres ATB. 

- Pseudomonas TIC (Ticarcilline), CAZ 
(Ceftazidine), CIP (Ciprofloxacine), 
IMP (Imipeneme). 

L’incidence des SARM a baisse de 
23 % entre 2009 et 2013 (et de 42 % 
pour le C-CLIN Nord) ; la resistance de 
Enterococcus faecium aux glycopep- 
tides (ERG) reste < 1 %. 

Le programme national d’actions de 
prevention des infections associees aux 
soins (Propias 2015) observe une aug- 
mentation des enterobacteries BLSE 
(p lactamases de spectre etendu) et 
EPC (productrices de carbapenemase). 
En 2008 a ete publie une muti-resis- 
tance de E.Coli chez un patient sue- 
dois d’origine indienne hospitalise a 
New-Dehli(gene plasmidique N-DM1 
codant pour une p metallolacta- 
mase qui confere une multiresistance 
(fluoroquinolones, aminoglycosides et 
p lactames). 

En 2013, il a ete etabli que 3,3 % des 
ECBU de ville isolaient un E.Coli BLSE 
(CTx-M 15). 

Les BHRe sont des bacteries com- 
mensales du tube digestif resistantes 
a de nombreux antibiotiques, selon un 
mecanisme transferable entre bacteries 
et emergentes de fagon sporadique ou 
epidemique limitee. A titre d’exemple 
il s’agit des enterobacteries produc- 


trices de carbapenemases (EPC) tel 
que Klebsiela pneumoniae IMP-R (OXA- 
48 - carbapenemase), Enterococcus 
faecium resistant aux glycopeptides 
(ERG). 

Ne sont pas des BHRe: 

- les bacteries saprophytes comme 
A.baumannii ou P.aeruginosa, quelle 
que soit leur multi-resistance aux anti- 
biotiques qui sont des bacteries non 
commensales du tube digestif, avec 
peu de risque de diffusion communau- 
taire, mais une diffusion hospitaliere 
dans les services a risque, 

- les bacilles a Gram negatif resistants 
aux carbapenemes sans production 
de carbapenemases; 

- les bacteries multiresistantes (BMR) 
aux antibiotiques: Staphylococcus 
aureus resistant a la meticilline 
(SARM) et sensible aux glycopep- 
tides. Les enterobacteries produisant 
des p-lactamases a spectre etendu 
(EBLSE) : 

- Enterococcus faecalis resistant aux 
glycopeptides, E. faecalis est rare- 
ment implique dans les epidemies; 
II doit etre gere comme une BMR. 

Le role du biologiste est: 

- d’alerter le prescripteur des la suspi- 
cion du caractere BHRe (milieux chro- 
mogenes), de I’EOH en cas de confir- 
mation (biologie moleculaire), 

- d’apporter un conseil a Interpretation 
de I’antibiogramme en relation avec 
I’infectiologue; 

- d’accompagner la gestion d’une crise. 


ce sont les criteres «CRAB» pour Cal- 
cium, IRC, Anemie, lesions osseuses 
(Bone) 

Penser au Waldenstrom, s’il est trouve : 
une cytopenie, un syndrome tumoral, 
une hyperviscosite sanguine (il n’y a 
pas de tubulopathie). 

Les facteurs biologiques du risque de 
transformation maligne sont le rapport k/X, 


un pic > 15 g/L, un MGUS non IgG ; 
le suivi se fera d’abord a 6 mois, puis 
tous les ans. Ne pas oublier de tenir 
compte du terrain contrairement aux 
preconisations americaines. L’inte- 
ret du dosage des chaines legeres 
reste a prouver. Ne pas negliger I’im- 
portance des informations urinaires 
(proteinurie et creatininurie exprimees 
en rapport). 
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DPC3 


Exploration biologique 
d’une osteoporose en 2015 

(Dr Didier Borderie, Paris - moderateur: Christian Roux, Paris) 



L’osteoporosese definit comme une 
masse osseuse basse associee a une 
alteration architecturale evaluee par 
osteodensitometrie (DMO) et s’expri- 
mant par le T-score: 

• T-score > - 1 : density normale; 

• - 2,5 < T-score < - 1 : osteopenie; 

• T-score < - 2,5: osteoporose (dite 
severe en cas de fracture). 

La DMO est un examen cle mais ne 
doit s’adresser qu’aux person nes 
presen tant des facteurs de risque. 
Cependant, 

- II faut conserver en memoire qu’une 
femme menopausee sur 3 est osteo- 
porotique (la carence oestrogenique 
joue, dans les deux sexes, un role 
determinant dans les mecanismes de 
la perte osseuse liee au vieillissement. 
L’arret brutal a la menopause de la 
secretion oestrogenique ovarienne est 
responsable, chez la femme, d’une 
acceleration du remodelage osseux, 
notamment de la resorption, ayant 
pour consequences I’amincissement 
des corticales et des travees osseuses, 
ainsi que la perforation des travees 
et la diminution de leurs connexions. 
Ces mecanismes expliquent la 
baisse de la DMO et I’alteration de 
la microarchitecture corticale et 
trabeculaire), 

- et savoir eliminer les causes osteopo- 
rotiques secondaires malignes et/ou 
metaboliques (10 a 20 % des osteo- 
poroses relevent d’endocrinopathies, 
de maladies genetiques, de patho- 
logies nutritionnelles, de traitements 
medicamenteux). 

Les examens biologiques devaluation 
sont la NFS, les « bilans » phosphocal- 
cique et hepatique, la creatininemie, la 
proteinurie des 24 h et la Vit D 25 OH. 
L’hyperparathyroidie (PTH) est I’ano- 
malie la plus frequemment diagnos- 
tiquee. 


Quand evoquer une osteoporose 
secondaire ? 

En cas de: 

- hypercorticisme (corticotherapie 
et Cushing), la cortisone provoque 
une OP sans particularity Clinique 
par depression osteoblastique et 
hyperparathyroidie secondaire a une 
diminution de I’absorption intestinale 
de calcium, 

- hyperthyroidie, OP a haut niveau 
de remodelage avec augmenta- 
tion des marqueurs du remodelage 
osseux; 

- immobilisation, osteogenese impar- 
faite ou maladie de Lobstein (osteop- 
sathyrose ou maladie des os de verre), 
hypogonadisme, ethylisme. 

Les examens suivants ont pour but 
d ’eliminer une osteopathie maligne 
(myelome ou metastases) : 

- hemogramme, 

- electrophorese des proteines 
seriques ; 

- CRP ; 

- calcemie, phosphatemie, creatinine- 
mie avec calcul du DFG ; 

- 25(OH) D3 ; 

- calciurie, creatininurie - sur les urines 
des 24 heures 

Au cours de I’osteoporose, ces exa- 
mens sont le plus souvent normaux. II 
n’existe pas de syndrome inflammatoire, 
ni de gammapathie monoclonale. La 
decouverte d’une hypercalcemie dans 
ce contexte doit faire rechercher une 
cause maligne ou une hyperparathyroT- 
die primitive (avec souvent une hypo- 
phosphatemie associee); les autres 
causes d’hypercalcemie ne doivent pas 
etre oubliees (sarcoidose, surdosage 
en vitamine D...). 

A ces examens peuvent etre 

ajoutes , dans un second temps, en 
fonction des donnees de I’examen Cli- 
nique et des premiers resultats, des 
dosages biologiques permettant d’iden- 
tifier une cause secondaire d’osteo- 
porose : 

- cause endocrinienne: PTH (hyperpa- 
rathyroidie), TSH (hyperthyroidie ou 
surdosage en hormone thyroidienne 


lors d’un traitement), cortisolurie des 
24 heures (hypercorticisme), coeffi- 
cient de saturation de la transferrine 
(hemochromatose) et, chez I’homme, 
la testosterone plasmatique (hypo- 
gonadisme); 

- malabsorption intestinale, notamment 
la maladie coeliaque d’expression 
parfois infraclinique (voir prestations 
de conseil (8)): dans certains cas, 
on peut etre amene a rechercher la 
presence d’anticorps anti-gliadine, 
anti-endomysium et anti-transglu- 
taminases; 

- mastocytose. 

II existe des marqueurs biologiques du 
remodelage osseux capables d’eva- 
luer I’activite de formation osseuse 
(osteocalcine, phosphatases alca- 
lines osseuses) ou I’activite de resorp- 
tion osseuse (telopeptides du colla- 
gene: CTX, NTX). Ces marqueurs 
seriques n’ont pas leur place dans le 
diagnostic, ni le bilan initial d’une osteo- 
porose. 

- eliminer une osteomalacie : depister 
une carence en vitamine D qui peut se 
reveler par I’association d’une hypo- 
calcemie, d’une hypophosphatemie et 
d’une hypocalciurie. II existe d’autres 
causes d’osteomalacie non caren- 
tielles. La seule fagon d’affirmer le 
diagnostic est d’effectuer une biopsie 
osseuse avec double marquage a la 
tetracycline. 

Faut-il acidifier les urines ? 

Cette question est importante et la 
reponse peut couter un ecart en eva- 
luation Cofrac... 5 mL d’HCI 6N dans 
le flacon apres le recueil surtout en 
presence de cristaux precipites. Mais 
I’acidification n’augmente pas la sen- 
sibility du diagnostic... 

Calcium total 
ou calcium ionise ? 

Le calcium ionise est preferable mais 
les conditions pre-analytiques (anae- 
robiose) sont contraignantes. La cor- 
rection liee a I’albumine n’est valable 
qu’en cas de calcemie normale, sinon 
lasurestimation n’est pas negligeable. 
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Accreditation en parasitologie 
- Diagnostic du paludisme 

(Dr Sandrine Houze, Paris - moderateur 
Bernard Fresson, Strasbourg) 

3500 cas sont annuellement diagnostiques 
en France, dont 10 deces. 

L’objectif est a la fois d’effectuer un diagnos- 
tic d’espece, d’evaluer la parasitemie et de 
suivre I’efficacite du traitement. Le paludisme 
autochtone (patient n’ayant pas voyage en 
zone d’endemie depuis au moins un an) est 
a declaration obligatoire. 

Le prelevement doit se faire a tout moment, 
les renseignements cliniques sont indispen- 
sables, la reception doit s’effectuer dans la 
Vi h suivant le prelevement. 

La recherche du parasite sur frottis san- 
guin (sous PSM II) necessite I’observa- 
tion de 200 champs a I’objectif 1 000 en 
immersion (sensiblite: 100 a 150 para- 
sites/pL) et doit s’accompagner d’une 
goutte epaisse. Penser a associer une 
numeration (anemie et thrombopenie). 
Deux prelevements sur EDTA sont neces- 
saires dont un sera envoye au CNR (si 
necessaire). Le CV de la parasitemie 
est variable en fonction du nombre de 
parasites et des formes rencontrees 
(sans oublier I’observateur. . .). Ce dernier 
doit evidemment etre habilite (cours et 
pratique, e-learning - site ANOFEL-, EEQ 
lues par tous et resultats traces) 

Le resultat de I’examen est a rendre dans 
les 2 h avec contact trace aupres du pres- 
cripteur. La recherche de I’antigene soluble 
(TDR) est peu fiable pour Plasmodium ovale. 


Le pronostic vital est engage si la parasite- 
mie est > 4 % 

L’eau utilisee est a pH 6,2 (a verifier et a 
tracer). La qualite de la coloration est eva- 
luee a chaque changement de colorant, 
en s’appuyant sur les elements figures du 
sang («pseudo-CIQ» avec lames fixees et 
conservees congelees). Les lames positives 
et negatives doivent etre conservees. 

La PCR ne remplace pas les methodes clas- 
siques mais fait partie de la confirmation 
comme la goutte epaisse. 

Systeme d’information 
du LBM : exigences en 
matiere de securite et 
confidentialite des donnees 

(M. Gerard Domas-Vasserot, Paris - 
moderateur: Michel Vaubourdolle, Paris) 

Quatre mots gouvernent le systeme d’infor- 
mation: disponibilite, integrity, confidentialite 
et tragabilite. 

A I’oppose, c’est le mot «menace(s)» qui 
importe. 

II s’agit de: 

- menaces internes: elles sont res- 
ponsables de 90 % des incidents, par 
exces de confiance, configurations par 
defaut, comptes privileges en acces 
libre, droits d’acces permissifs et/ou par 
ignorance, 

- menaces externes: soit par piratage du 
materiel (cle USB, enregistreur de frappe) 
ou piratage logiciel (e-mail piege, hame- 
gonnage). 


La maitrise du systeme d’information 
passe par deux axes majeurs: 

• une gouvernance, une appropriation et 
des competences visant a: 

- maitriser les connexions externes, 

- disposer d’une competence RSSI (res- 

ponsable securite systeme information), 

- mettre a jour les outils de protection, 

- ne pas accepter les «cadeaux», 

- ecrire et respecter la Charte d’utilisation. 

• une formalisation de la demarche visant a: 

- cartographier le systeme, 

- effectuer une analyse de risque (Mehari 
Pro). MEHARI est une methodologie 
integree et complete devaluation et 
de management des risques associes 
a I’information et a ses traitements. 
Les bases de connaissance de MEHARI 
sont diffusees gratuitement par le 
CLUSIF sous licence Open Source. 

- disposer de procedures et savoir gerer 
les non conformites, 

- preparer (et tester) un plan de secours 
(plan de continuity et plan de reprise), 

- gerer les ressources humaines, contrac- 
ter avec les fournisseurs et selectionner 
des hebergeurs agrees, 

- effectuer les tests de restauration uni- 
quement sur une base dediee, 

- maitriser les archivages, 

- quant a la tragabilite... bon courage 
encore! ■■ 

Compte rendu (presque) fidele redige 
par Claude Naudin. 




PROGRAMME 

vendredi 4 & samedi 5 
decembre 2015 

Maison de la Chimie 

28 bis, rue Saint-Dominique - 75007 Paris 


VENDREDI 4 DECEMBRE 


8 h 30 - Accueil des participants 13 h 00 - Dejeuner 

9 h 00 - Ouverture des 49 e Journees de Biologie Praticienne 14 h 30 - LA DENGUE EN 2015 

Marie-Fran^oise GAUDEAU-TOUSSAINT Remi CHARREL (Marseille) / Moderateur : Patrick BERCHE (Lille) 

q 9 1 5 h 1 5 - LES NOUVEAUX MARQUEURS DES SYNDROMES 

9 h 05 - ALLO-IMMUNISATION FCETO-MATERNELLE - MYELOPROLIFERATIFS 

ROLE DU BIOLOGISTE MEDICAL DANS LA PREVENTION Anne MURATI (Marseille) 

DES COMPLICATIONS Moderateur : Bernard CHATELAIN (Namur) 




Chaque programme DPC est constitue de 3 etapes : 

evaluation des connaissances et des pratiques sur le theme 
de la session par questionnaire en ligne ; formation presentielle 
en participant a au moins 2 demi-journees des JBP ; questionnaire post-session. 
Inscription a un seul programme uniquement sur le site OGDPC, 
qui suffit a valider I'obligation individuelle. 


Informations : Ludivine Claude - editions-orion@orange.fr -T6I. : 09 71 57 75 65 
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Abusus non tollit usum 

Prestations de conseil (8) 

Diarrhee chronique et biologie medicate 

Le biologiste medical est souvent confronts a des entretiens prives avec des patients qui ont fait /’effort de surmonter 
la pudeur et le sujet tabou. Le transit intestinal fait partie de ces delicats entretiens. Nous vous proposons ci-dessous 
une observation du terrain et ce qu’il apparaft souhaitable d’entreprendre en tant que prestation de conseil aupres du 
prescripteur qu’en tant que prise en charge biologique et compassionnelle du patient. 


Cas clinique 


Une femme agee de 30 ans se presente au laboratoire et demande 
un entretien avec le biologiste medical. II ressort de celui-ci qu’elle 
decrit une augmentation progressive de la frequence d’emission 
des selles, depuis 1 ,5 an, jusqu’a 5 selles tres pateuses/j, parfois 
meme plus liquides avec des episodes invalidants de diarrhee 
aqueuse. La question du biologiste concernant d’eventuels voyages 
lointains obtient une reponse negative (depuis 1 0 ans), II ne semble 
pas y avoir de rectorragies ni de syndrome dysenterique associe. 
La description des selles indique I’absence de residus alimentaires. 
De plus la patiente declare que ses diarrhees sont refractaires 
aux anti-diarrheiques et qu’elles alternent avec des episodes de 
selles normales. Les douleurs abdominales associees s’attenuent 
apres remission des selles, et semblent liees a cette modification 
progressive de la frequence des selles. La patiente declare avoir 
maigri de 4 kg et se sentir agitee et irritable. 

A I’examen en salle de prelevement des aphtes buccaux sont 
notes par le biologiste. 

Les resultats de la prescription initiale sont les suivants: 

NFS hemoglobine a 116 g/L, ionogramme sanguin et CRP: nor- 
maux; ALAT et ASAT : 1 ,6 N ; albuminemie: 33 g/L. 

Le dialogue entre confreres 

Le prescripteur cherche un lien entre la diarrhee et I’hyper- 
transaminemie moderee. 

Pour mieux repondre a cet objectif, le biologiste cherche a definir 
le cadre nosologique. 

a) a propos des xenobiotiques 

La reponse du prescripteur est «rien a part des anti-diarrheiques 
episodiquement, d’ailleurs non efficaces». 

b) a propos des antecedents 

Le dossier consulte indique une tendance a la constipation (il y a 
2 ans), une infertilite inexpliquee et une fracture de I'avant-bras il 
y a 2 ans. Dans ses commentaires traces le prescripteur trouve 
qu’une tante serait traitee pour une maladie de Crohn ileo-colique. 

c) a propos de I’examen clinique 

L’abdomen etait souple indolore lors de la consultation, la thyroide 
palpable et augmentee de volume. 

Premieres reflexions du biologiste 
Ce premier tableau clinique est peu evocateur et contraste avec 
les declarations de la patiente lors de I’entretien. De quoi s’agit-il? 
D’une diarrhee chronique (selles trop frequentes (> 3 /j) et/ou trop 
liquides et/ ou trop abondantes (poids > 300 g/j), evoluant depuis 
plus de 4 semaines), qui peut relever de 2 types de grandes causes : 
avec ou sans malabsorption. 

En confrontant les donnees clinico-biologiques, et une recherche 
active via sa bibliographie, le biologiste se propose de formuler, 


au prescripteur demandeur d’un conseil, 4 hypotheses diagnos- 
tiques parmi: 

• le syndrome de I’intestin irritable (Sll), 

• I’hyperthyroidie, 

• la maladie cceliaque, (voirencadre 3) 

• la maladie de Crohn, 

• la colite microscopique 

Mais avant d’appeler le prescripteur... le biologiste se demande 
quels sont les elements pour (ou contre) chacune de ces 
hypotheses? 

• Pour le syndrome de I’intestin irritable (Sll) 

Femme de 30 ans, avec agitation et irritabilite declarees, symptomes 
evoluant depuis 1 ,5 an, selles non sanglantes ni glaireuses, douleur 
s’attenuant apres remission. Ce syndrome constitue I’etiologie la 
plus frequente des diarrhees motrices. 

• Pour I’hyperthyroTdie 

Femme de 30 ans, diarrhee avec selles non sanglantes ni glaireuses, 
la thyroide est palpable et augmentee de volume; ALAT et ASAT : 
1 ,6 N ; perte de poids (- 4 kg), agitation et irritabilite 

• Pour la maladie cceliaque 

Femme de 30 ans, douleurs abdominales; 4 selles pateuses/j; 
agitation et irritabilite; presence d’aphtes buccaux; antecedent 
de fracture, de constipation, d'anemie et hypoalbuminemie et 
infertilite inexpliquee. 

• Pour la maladie de Crohn 

Femme de 30 ans; une tante traitee pour une maladie de Crohn; 
douleurs abdominales s’attenuant apres le passage des selles. 
Perte de poids (- 4 kg); aphtes buccaux; fracture; anemie et 
hypoalbuminemie; ALAT et ASAT : 1 ,6 N hemoglobine a 1 16 g/L; 
albuminemie a 33 g/L 

• Pour la colite microscopique 

Diarrhee chronique d’intensite fluctuante, faite de selles parfois 
liquides, imperieuses et peu sensibles aux ralentisseurs du transit. 

Afin de privilegier I’une de ces hypotheses le biologiste medical 
propose: 

• d’evaluer le retentissement de la diarrhee et de rechercher un 
syndrome de malabsorption : ionogramme sanguin; NFS; albumi- 
nemie; calcemie; PTH ; TP; Facteur V; ferritinemie; cholesterolemie 

• de rechercher un syndrome inflammatoire: CRP 

• de rechercher I’etiologie: TSH; AAN; EPS et dosage ponderal 
des Ig ; serologie VIH ; Ac antitransglutaminase IgA; calprotectine 
fecale; parasitologie des selles. 
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Encadre 1 


MICI 


Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) 
regroupent la maladie de Crohn et la rectocolite hemorragique. 

Lors des poussees, les 5-aminosalicyles (5-ASA) sont les 
anti-inflammatoires presents chez la majorite des patients 


en raison de leur bonne tolerance. 

Les MICI se caracterisent le plus souvent par des douleurs 
abdominales, des diarrhees frequentes parfois sanglantes 
ou encore une atteinte de la region anale. 


Encadre 2 


La Calprotectine 


La Calprotectine fecale est une proteine presente dans le 
cytosol des cellules granulees. En cas d’inflammation, cette 
proteine est exsudee dans la lumiere du tube digestif et retrou- 
vee dans les selles. C’est un marqueur d’inflammation de la 
muqueuse du tube digestif. 

La Calprotectine fecale est significativement plus elevee chez les 
patients atteints de MICI (Maladies Inflammatoires Chroniques 
Intestinales). La Calprotectine est negative dans le syndrome 
du colon irritable. 

Prelevement 

1 a 2 g de selles - acheminement rapide au laboratoire puis 
conservation a +4 °C. Si I’analyse est differee, congeler la 


sellea-20 °C. (BHN 160) 

Interpretation des valeurs 

La valeur seuil de positivite est de 50 pg/g de selles chez I’adulte 
et I’enfant de plus de 4 ans. Des valeurs comprises entre 50 et 
200 pg/g montrent une inflammation de faible intensity pouvant 
avoir diverses origines (infectieuses, neoplasiques, inflamma- 
toires. . .) et il est recommande de repeter la mesure et de realiser 
des tests complementaires. 

Des valeurs superieures a 200 pg/g indiquent une maladie de 
type organique active 

(Source: Laboratoire de parasitologie CHRU Lille) 


Encadre 3 


La maladie coeliaque (MC) 


La maladie coeliaque est un syndrome de malabsorption (ente- 
ropathie chronique auto-immune) du a une intolerance au glu- 
ten (la gliadine) survenant chez des patients genetiquement 
predisposes (95 % sont HLADQ2 et/ou HLADQ8). Histologi- 
quement, il s’agit d’une atrophie totale de la muqueuse des 
villosites intestinales. 

Elle est frequente (prevalence entre 0,5 et 1 %) et revet des 
formes atypiques ou frustes avec des symptomes de plus en 
plus atypiques avec I’age: aphtes recidivants, osteoporose, 
symptomes mimant des troubles fonctionnels intestinaux; elle 
peut s’accompagner de diverses manifestations extra-intesti- 
nales dont I’atteinte hepatique est I’une des plus frequentes: 
une hypertransaminasemie chronique inexpliquee associee 
a des anomalies biologiques peut signer une malabsorption 
avec anemie ferriprive refractaire au traitement martial, deficit 
en folates et vitamine B12 (20-30 %), hypocholesterolemie et 
hyperparathyroidie. Des signes neurologiques (ataxie, epilep- 
sie, migraine), et/ou rhumatologiques (polyarthralgie/osteopo- 
rose) et/ou obstetriques (sterilite, amenorrhee, avortements, 
hypotrophie feetale) et/ou cardiaques (cardiomyopathie dilatee 
idiopathique) et/ou cutaneo-muqueux (dermatite herpetiforme, 
alopecie, hypocratisme digital) sont egalement retrouves. 

Le regime sans gluten permet I’amelioration clinique et histo- 
logique mais il ne faut jamais debuter un regime sans gluten 
avant d’affirmer le diagnostic. En effet, I’arret du gluten dans 
I’alimentation entraine une diminution, voire la disparition, de la 
reaction inflammatoire auto-immune; le dosage des marqueurs 
sanguins peut done s’averer faussement negatif. Les patients 
deficients en IgA ont des resultats en tTG IgA faussement 


negatifs qui peuvent conduire a un mauvais diagnostic. Si le 
patient est negatif en tTG IgA et deficient en IgA, un dosage 
de tTG IgG doit alors etre demande. 

Tous les patients ayant des resultats en tTG (IgA ou IgG) posi- 
tifs doivent ensuite etre adresses a un gastro-enterologue. 

(Voir encadre 5). 

Ne pas oublier le suivi du fait d’un risque de complications si 
le regime est non ou mal suivi : risques a type de coronaropa- 
thies et thromboses veineuses, d’osteoporose, d’hypofertilite, 
de colite microscopique et de sprue refractaire, marquee par 
une resistance au regime sans gluten, parfois avec une hyper- 
lymphocytose intra-epitheliale monoclonale (sprue refractaire 
de type II), veritable lymphome cryptique dont le risque evolutif 
est le lymphome T invasif), ou de cirrhose et de carcinome HC. 
La persistance d’une diarrhee chronique malgre un regime sans 
gluten bien suivi doit faire rechercher une colite lymphocytaire 
chez un patient avec MC et faire realiser une coloscopie. 

Le dosage regulier des Ac anti-tTG permet de suivre la bonne 
observance au regime sans gluten( RSG). De plus en plus de 
patients se mettent au RSG spontanement car ils tolerent mal 
les aliments a base de gluten (douleurs abdominales, troubles 
du transit, ballonnements): on parle alors de sensibilite au 
gluten, non coeliaque (SGNC) qui n’a pas toutes les carac- 
teristiques de la MC (IgA anti-TG negatifs, IgG anti-gliadine 
positifs dans 50 %, augmentation moindre des lymphocytes 
intra-epitheliaux, absence d’atrophie villositaire, HLA DQ2 
present seulement dans 50 %) mais le traitement repose, 
comme dans la MC, sur le RSG a vie. 
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EVALUATION 


Abusus non tollit usum 


Encadre 4 


DICV 


Le deficit immunitaire commun variable (DICV) est un groupe 
heterogene de maladies caracterisees par une hypo-7 globuli- 
nemie de cause inconnue avec deficit de production d’anticorps 
specifiques apres immunisation, provoquant des infections 
bacteriennes recidivantes, en general par bacteries encapsulees. 

Ce deficit immunitaire est caracterise par des infections bac- 
teriennes a repetition, surtout respiratoires et digestives domi- 
nees par la diarrhee, avec ou sans malabsorption, et par une 
frequence accrue de tumeurs, de maladies auto-immunes. 


Une malabsorption peut s’associer au DICV, le plus sou- 
vent insensible au regime sans gluten. L’ association a une 
maladie cceliaque est exceptionnelle. 

Le pic de frequence du DICV se situe entre 20 et 30 ans. 
En cas de normalite du taux des immunoglobulines G 
un dosage des sous-classes d’lgG est recommande 
car le deficit peut ne concerner que les lgG2, dont la 
baisse peut passer inapergue lors d’un dosage ponderal 
des IgG. 


Encadre 5 


Ac anti-tTG 


La transglutaminase (tTG) est la cible des anticorps anti- 
endomysium (marqueur specifique de la maladie cceliaque). 
La tTG transforme les residus glutamine en acide gluta- 
mique; la gliadine, riche en glutamine est un substrat pri- 
vilege de la tTG et les complexes proteiques en decoulant 


sont de nouveaux antigenes a I’origine des Ac anti-gliadine 
et anti-tTG IgA ainsi que d’une activation de lymphocytes T 
gliadine-specifiques aboutissant a la reaction inflammatoire 
(villosites de la muqueuse intestinale). 


Les resultats de la prestation de conseil 
TSH: 2,5 mUI/L (0.27-4.2); Calcemie corrigee: 2,15 mmol/L 
(2.20-2.55); PTH: 85 ng/L (15-65); Ferritine 18 ng/mL (15-150); 
Calprotectine fecale: 25 pg/g (< 50) ; TP: 62 % ; fact V: 100 % 
Cholesterol total: 1,2 g/L; Anticorps anti-transglutaminase 
IgA: negatifs; AAN: negatifs; EPS: hypo-albuminemie et hypo-7 
globulinemie : 5,6 g/L (6,0-1 3,5) ; IgG : 5,4 g/L (N : 7,5 - 1 5,6) ; 
IgM: 1,8 g/L (0,4 - 2,4); IgA: 0,15 g/L (0,8 - 4,5); Serologie HIV: 
negative; Parasitologie: presence de Giardia. 

Le diagnostic de lambliase est retenu par le medecin, conside- 
rant la bonne VPN de la Calprotectine (voir encadre 2) dans les 
MICI (voir encadre 1) et la normalite de la TSH. Un traitement par 
metronidazole pendant 10 jours est entrepris a I’issu duquel les 
symptomes persistent alors qu’un nouvel examen parasitologique 
des selles (3 jours de suite) est demeure negatif. 

La patiente est alors adressee a un specialiste qui prescrit des 
examens complementaires dont les resultats sont les suivants: 
Ac anti transglutaminase IgG: negatifs 

Folates erythrocytaires: 410pmol/L (780 - 1 780); vitamine B12: 
201 pmol/L (200 - 660) 

La coloscopie est macroscopiquement normale et I’endoscopie 
digestive objective un aspect «pavimenteux» du duodenum ; les 
biopsies duodenales montrent une atrophie villositaire totale et 
une augmentation des lymphocytes intra epitheliaux. 

La tomodensitometrie abdominale revele un epaississement des 
parois de I’intestin grele et des adenopathies mesenteriques. 

Conclusion 


L’ensemble de ces elements couplant la presence d’atrophies 
villositaires a une biologie evoquant une malabsorption (carences 
en vitamines liposolubles (A, D, E, K), anemie par malabsorption 


du fer, facteurs de coagulation vitamino- K dependant (II, VII, IX, X), 
hypocholesterolemie, malabsorption du Ca et de la vitamine D 
(responsables d’une hyperparathyroidie secondaire), est en faveur 
d’une maladie cceliaque seronegative. 

L’ evolution sera favorable sous regime sans gluten avec dispari- 
tion de la symptomatologie digestive et une repousse villositaire 
notable sur les biopsies duodenales des le 2 e mois et totale apres 
un an de regime sans gluten. 

Malgre I’absence, ici, d’antecedents d’infections bacteriennes 
ORL a repetition, I’association d’une hypo-7 globulinemie avec 
diminution des immunoglobulines de classe G et A, dont les taux 
demeureront inchanges apres correction du syndrome de malab- 
sorption, permettra de poser le diagnostic de Deficit Immunitaire 
Commun Variable (DICV) decouvert a I’occasion du diagnostic 
d’une maladie cceliaque. (Voir encadre 4). 

Le retentissement de cette maladie est evalue par la recherche 
de foyers infectieux chroniques, surtout ORL et broncho- 
pulmonaires, mais aussi urinaires, cutanes, articulaires, neurolo- 
giques ou septicemiques. Les agents pathogenes les plus frequem- 
ment rencontres avec un portage volontiers chronique, sont les 
bacteries encapsulees (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 
influenzae) ou d’autres germes comme Salmonelles, Shigelles, 
Campylobacter jejuni, Staphylocoque dore, Moraxella catarrhalis, 
Pseudomonas aeruginosa et des virus (rota et enterovirus), ainsi 
que Giardia et Blastocystis hominis. Cependant les examens para- 
sitologiques des selles sont souvent negatifs et le diagnostic ne 
peut etre pose que par les biopsies duodenales. 

Enfin, c’est juste notre avis. 

Fabrice Guerber 
fabrice.guerber@oriade.fr 

Claude Naudin 
clnaudin@numericable.fr 
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VIH : le regime PrEP peut s’utiliser comme le preservatif 


La prophylaxie pre-exposition pour 
se proteger de la contamination par 
le VIH pourrait s’utiliser a la demande 
- avant et juste apres une relation 
sexuelle - et non pas forcement 
comme un traitement preventif quo- 
tidien chez les HSH. Bref, comme le 
preservatif, autre moyen de preven- 
tion contre le VIH... et autres 1ST. 

Une etude publiee on line par le New 
England Journal of Medicine (1 er decembre 
201 5) par le Pr Jean-Michel Molina (Service 
des maladies infectieuses, Universite Paris 
Diderot) et coll, indique ainsi que les HSH 
peuvent beneficier de cet allegement du 
traitement, utilise «a la demande » plutot 
quotidiennement [sans qu’il y ait de relation 
sexuelle programmee]. 

Neanmoins, I’observance du traitement est 
imperative, dans la mesure ou ce traitement 
propose en prevention d’une contamination 


eventuelle n’offre deja pas une garantie 
absolue, ce que cette etude a pu constater 
chez des sujets qui n’avaient pas respecte a 
la lettre les conditions d’usage du Truvada®, 
association fixe de deux antiretroviraux 
(ART), tenofovir et emtricitabine. 

L’ etude, qui s’est deroulee en France et au 
Canada, avait pour objectif de repondre a 
la question: les sujets a risque peuvent- 
ils etre proteges contre le VIH meme s’ils 
n’utilisent pas le traitement chaque jour, 
comme il est actuellement recommande 
[aux USA et au Canada] ? D’ou evaluation 
de la prise avant et apres un rapport sexuel 
considere «a risque ». 

Les auteurs ont enrole 1 99 sujets qui rece- 
vaient le traitement et 201 composant le 
groupe placebo. II s’agissait de sujets HSH 
ou bisexuels a risque d’infection a VIH, qui 
prenaient un comprime de 2 h a 24 h avant 
le rapport et apres celui-ci. L’observance 
n’etait pas parfaite, notent les auteurs: si 
les participants ont pris leurs comprimes 


en moyenne 1 5 fois en un mois, I’analyse a 
montre que seulement 43 % les prenaient 
correctement chaque fois que necessaire 
[avant et apres un rapport]. 

Soit 57 % de mauvaise (insuffisance de 
comprimes utilises) ou non observance 
(aucun comprime utilise)! Neanmoins Les 
resultats ont permis d’estimer que le sche- 
ma de traitement propose reduit le risque 
d’infection de 82 a 86 %. 

Selon J.-M. Molina, ce schema de trai- 
tement peut constituer une alternative a 
I’usage du preservatif chez les sujets qui 
ne peuvent [ou ne veulent] pas I’utiliser 
regulierement. Par ailleurs, ce schema de 
traitement valide peut avoir une incidence 
financiere sur le cout total du traitement que 
ce soit aux USA (1 300 $/mois) et - bientot 
- en France, comme recemment annonce 
par le ministere de la Sante. ■■ 

J.-M. M. 


Source: Health Day News . 



QUAND LE PALUDISNE TUE ENCORE TOUTES 
LES MINUTES. 


IL EST TEMPS DE CHANGER DE 
METHODE DE DIAGNOSTIC AU LADORATOIRE 


Revolutionnez la precision diagnostique au 
laboratoire avec les performances du test 
moleculaire illumigene Malaria. 

Sensibilite analytique 20.000x superieure 
aux methodes conventionnelles 

© Beneficiez d’une offre d’adoption exclusive 

sur www.meridianbioscience.eu/contacts 


100 


PARASITES/uL SONT 
REQUIS POUR DIAGNOSTIQUER 
LE PALUDISME PAR 
MICROSCOPIE 


0.25 A 2 

PARASITES/uL SONT REQUIS 
POUR DIAGNOSTIQUER LE 
PALUDISME PAR illumigene 


illumi ]ene 


500 5,000 

PARASITES/uL SONT REQUIS 
POUR DIAGNOSTIQUER LE 
PALUDISME AVEC LES TESTS DE 
DEPISTAGE RAPIDES [TOR] 

Meridian 

Bioscience > Inc. 


1 . illumigene® Malaria Package Insert, SN1 1 1 02 I 2. Okell, Lucy C., et al. “Submicroscopic Infection in Plasmodium Falciparum -Endemic Populations: A Systematic Review and Meta Analysis.” The Journal of Infectious Diseases J INFECT 
DIS 200.1 0 (2009): 1 509-51 7. I 3. Abba, Katharine, et al. "Rapid Diagnostic Tests for Diagnosing Uncomplicated Non-falciparum or Plasmodium Vivax Malaria in Endemic Countries.” Cochrane Database of Systematic Reviews Reviews (201 4). 
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Breves 


Un combo 
contre le VHC 

- Le laboratoire Abbvie (ex-Abbott 
§ Pharma) a annonce que la FDA 
***+' I ^ a accepte d’examiner le dossier 
1 de Viekira Pak®, destine au trai- 
“ ^ tement de I’infection chronique 
@ a virus de I’hepatite C (VHC), y 
compris chez les patients avec cirrhose non 
decompensee. Viekira Pak® est une association 
fixe, un « combo » (combination) d’ombitasvir, 
de paritaprevir et de ritonavir utilise avec le 
dasabuvir. II peut etre utilise avec ou sans riba- 
virine (antiviral), et est deconseille en cas de 
decompensation de la cirrhose. La posologie 
conseillee est de trois comprimes quotidiens, 
a prendre au moment d’un repas, avec ou 
sans ribavirine, comme I’a propose la FDA. 
Cette nouvelle posologie, pres d’un an apres 
le lancement de Viekira Pak®, s’adresse aux 
sujets porteurs du VHC de genotype 1 . Pour 
Michael Severino, responsable scientifique 
R & D, Abbvie, il s’agit d’offrir une option de 
traitement optimal de I’hepatite C. La revision 
de la posologie avait ete exigee par la FDA 
en raison d’un risque d’atteintes hepatiques 
apparu lors d’etudes post-marketing. La notice 
du produit a ete modifiee en consequence. 



Ebola, paludisme, 
meme combat 

Rechercher le paludisme chez des patients 
explores par ailleurs lors d’une epidemie de 
maladie a virus Ebola (MVE) est faisable et sur, 
selon des donnees rapportees dans une etude 
du National Institute of Allergy and Infectious 
Diseases (H IAID), I’une des agences sanitaires 
specialises des NIH. L’ etude rappelle que le pa- 
ludisme est un sujet majeur de sante publique 
avec des milliers de cas et des milliers de morts, 
dit le NIAID. Du fait que les symptomes du palu- 
disme et de la MVE se chevauchent (overlap) et 
sont difficiles a evaluer separement au cours 
d’un triage de cas lors d’une flambee de cas 
de MVE en Afrique de I’Ouest, une equipe du 
NIAID d’un centre de diagnostic de la MVE au 
Liberia a evalue la faisabilite des diagnostics 
simultanes sur le meme echantillon-patient 
entre octobre 2014 et mars 2015, a partir de 
1 058 patients suspectes de MVE. Au total, 259 
MVE, 243 paludismes et 47 co-infections ont 
ete diagnostiques, confirmant la valeur de la 
double recherche. 


Contre le cancer agressif, 

la revolution photo-immunotherapeutique 


Une nouvelle approche 
associant immunothera- 
pie et photosensibilisa- 
tion a la bremachlorine 
dans le cancer, testee 
au Centre medical de 
TUniversite de Leyde 
(LUMC, Pays Bas), fait 
etat de Tefficacite de 
rimmunotherapie com- 
binee a la photodynamie 
(PDT) pour eradiquer les 
tumeurs. 



Cette approche permet la 
destruction des tumeurs 
locales et une forte reponse 
immunitaire systemique. Les 
conclusions d’une etude pre- w 

liminaire ont ete publiees dans < 

Clinical Cancer Research d u 5 

6/1 1 /201 5. «D’autres etudes I 

precliniques sont en prepa- fj 

ration dans le but d’obtenir <j 

I’autorisation d’utilisation en 4 

Clinique dans I’ Union euro- & 

peenne», precise le Pr Ferry 
Ossendorp, investigateur principal, associe 
au Dr Jan Willem Kleinovink (Departement 
d’immunohematologie et transfusion san- 
guine, LUMC) et au Dr Clemens Lowik, 
(CHU Erasme, Rotterdam). 

L’equipe neerlandaise a associe deux 
traitements continues, la PDT et rimmu- 
notherapie, contre les tumeurs agres- 
sives. La PDT utilise un photosensibili- 
sant, qui se combine avec I’oxygene et 
la lumiere et rend les tumeurs plus vul- 
nerables au systeme immunitaire. «Nous 
avons meme constate la disparition des 
tumeurs distales sur certains animaux», 
indique le Pr Ossendorp. Le photosen- 
sibilisant etait ici la bremachlorine, agent 
non toxique derive de la chlorophylle, 
qui capte I’energie lumineuse a des fins 
therapeutiques. L’immunotherapie retenue 
etait basee sur un vaccin peptidique acti- 
vates des lymphocytes T. 

L’ etude de Leyde a cible des formes agres- 
sives de lymphome et de cancer du col de 
I’uterus, et a montre que la combinaison 
bremachlorine-PDT ralentit significative- 
ment la croissance tumorale sur les ani- 
maux-tests. Par ailleurs, I’administration de 
la PDT combinee a un vaccin peptidique 


a favorise la guerison complete d’un tiers 
des animaux, avec developpement d’une 
immunite contre le meme type de cancer. 
«Enfin, le traitement combine des tumeurs 
primaires a entraine V eradication des 
tumeurs secondaires distantes ou des 
metastases. Ce constat original exige 
une etude plus approfondie», precise le 
Dr Ossendorp, qui rappelle que les metas- 
tases sont la principale cause de mortalite 
par cancer. 

Dans Clinical Cancer Research, les 
chercheurs soulignent que la strategic 
photo-immune offre une nouvelle option 
de traitement contre le cancer avance. 
La bremachlorine est approuvee pour 
usage clinique en Russie (sous le nom de 
radachlorine) et en Coree du Sud depuis 
2006. Les etudes precliniques actuelles 
aux Pays Bas visent a obtenir son appro- 
bation en Europe en vue d’etudes cliniques 
chez les patients cancereux dans I’Union 
europeenne pour obtenir I’homologation 
de ce traitement original. ■■ 

J.-M. M. 


Source: PR Newswire. 
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Traitement du lupus: les Frangais innovent 


Line equipe cTimmunologie du 
Laboratoire d’lmmunopathologie 
et chimie therapeutique du CNRS a 
Strasbourg (Sylviane Muller et coll.) 
a developpe un nouveau traitement, 
non immunosuppresseur, du lupus, 
le Lupuzor®, un peptide deja teste 
positivement en phases 1 et 2 par 
ImmuPharma-France. Line etude 
de phase 3 en cours aux USA, puis 
en Europe devrait ouvrir sur I’AMM 
pour ce premier traitement speci- 
fique du lupus. 

Le lupus, maladie auto-immune chronique, 
concerne plus de 5 millions de patients 
dans le monde, (environ 30000 en France), 
dont 90 % de femmes. Ses auto-anticorps 
pro-inflammatoires visent divers organes, 
avec un large eventail de symptomes: 
lesions cutanees, arthralgies, thromboses, 


poussees psychotiques... On ne dispose 
que de traitements palliatifs, la plupart non 
specifiques, tels corticoides et immuno- 
suppresseurs, qui affaiblissent le systeme 
immunitaire. S’ils temperent I’agression 
auto-immune, ils sensibilisent les patients 
a des multi-infections. 

L’ equipe de Sylviane Muller, laureate 201 5 
de la medaille de I’innovation du CNRS, 
a developpe une famille de peptides 
qui corrigent le dysfonctionnement du 
systeme immunitaire, tel le P140, qui a 
permis de retarder le developpement du 
lupus sur un modele animal (souris), sans 
abaisser la capacite anti-infectieuse du 
systeme immunitaire. Les etudes cliniques 
de phase 1 et 2 ont ete realisees par Immu- 
Pharma-France, qui a une licence exclusive 
sur cette famille de peptides. Dans les 
essais de phase 2, la maladie a regresse 
chez 62 % des patients apres 3 mois de 
traitement. 


Suite a ces succes, ImmuPharma-France 
a lance I’etude de phase 3, dans laquelle le 
candidat-medicament sera administre en 
double aveugle une fois par mois en sous- 
cutane, a raison de 200 pg par injection, pour 
un traitement d’un an, chez 200 patients dans 
45 centres : 1 0 aux USA et 35 en Europe. Le 
recrutement devrait se terminer mi-201 6 et 
les resultats sont attendus fin 201 7. 

Si les resultats confirment ceux de la 
phase 2, le Lupuzor® pourra etre com- 
mercialise et occupera alors une position 
centrale dans le traitement des patients 
atteints de lupus, selon le CNRS. La mole- 
cule pourrait concerner d’autres patho- 
logies auto-immunes chroniques tels 
syndrome de Sjogren ou maladie de Crohn. 
Les etudes sur ce point se poursuivent 
dans le laboratoire de Sylviane Muller. ■■ 

J.-M. M. 


Source: CNRS Communication. 



TESTS IMMUNOCHROMATOGRAPHIQUES 
SUR CASSETTE POUR LA DETECTION DE 
DROGUES DANS LES URINES 

• Coffrets mono ou multi-parametriques 

• Nombreux para metres et combinaisons 

• Differents seuils de detection 

Biosynex (France) 

Lire attentivement les instructions figurant sur I'etiquetage et/ou les notices des reactifs. 



FUMOUZE 

DIAGNOSTICS 


Tel. : 01 49 684148 
Fax: 01 49 6843 22 


www.fumouze.com 
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Cytomegalovirus: un vaccin 

pour les receveurs de cellules souches 


Breves 


L’Europe 
contre le VIH 

Line nouvelle initiative pour ac- 
celerer la recherche en vue du 
developpement d’un vaccin effi- 
cace contre le VIH a debute sous 
les auspices de la Commission europeenne: 
I’European AIDS Vaccine Initiative (EAVI2020), 
qui sera placee sous I’autorite de \' Imperial 
College de Londres, federant les scientifiques 
de 22 institutions de toute I’Europe. . . et des 
Etats-Unis. Connaissances et expertise seront 
mises en commun pour developper un nouveau 
candidat-vaccin, avec comme objectif que ce 
vaccin accede aux premiers tests chez I’homme 
dans les cinq ans. Pour le Pr Robin Shattock 
(Departementde medecine, Imperial College), 
coordinateur d’EAVI2020, developper un vaccin 
actif contre le VIH represente « I’un des plus 
grands defis biologiques d’une generation ». 
C’est une tache que ne peuvent realiser seuls ni 
un groupe, ni une institution. Ce projet federa- 
tes multidisciplinaire devrait permettre d’avan- 
cer plus rapidement, car il associe biologistes 
moleculaires, immunologistes, virologues, bio- 
techniciens et cliniciens, apportant chacun les 
plus recentes connaissances de leur speciality 


Source: Infectious Disease Advisor. 

La FDA et le don 
de sang des MSM 

Fin decembre, la Food & Drug 
Administration a publie la ver- 
sion finale de ses recommanda- 
tions concernant la securite du 
don du sang, qui permet aux hommes ayant des 
relations sexuelles avec des hommes (MSM) de 
faire un don si leur plus recent contact sexuel 
a eu lieu au moins un an plus tot. En relation 
pour une large part avec le developpement 
de tests de depistage du VIH plus sensibles, 
il s’est manifesto dans la litterature sociale et 
scientifique un appel pour que soit reconsi- 
deree ( revisited) la politique d’acces au don 
du sang, dont les regies ont ete etablies il y a 
plus de trois decennies, en particular pour les 
MSM, souligne la FDA. Celle-ci estime que les 
preuves disponibles de nos jours soutiennent 
plus fortement un changement de la restriction 
indefinie [au don du sang] pour la regie nou- 
velle d’un an pour les MSM (HSH en France), 
sans que soit remis en cause le maintien ou 
I’amelioration de la securite du don de sang, 
qui fera I’objet d’un suivi attentif special. La 
nouvelle regie ne s’applique ni aux travailleurs 
du sexe, ni auxtoxicomanes par voie veineuse. 


Source: FDA. www.fda.gov 
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City of Hope, un centre americain 
de recherche et de traitement 
du cancer vient de rapporter les 
resultats de la phase 1b d’un test 
Clinique de son candidat-vaccin 
contre le cytomegalovirus (CMV), 
CMVPepVax, dont les conclusions 
se resument ainsi: sur, efficace 
chez les patients recevant une 
transplantation de cellules souches 
(stem cells). 

Ce vaccin innovant est destine a com- 
battre les infections a CMV, causes 
majeures de complications chez les 
patients ayant regu des cellules souches. 
Si des antiviraux peuvent reduire chez eux 
le risque d’infection a CMV, ils ne sont 
pas exempts d’effets toxiques et peuvent 
favoriser des infections opportunistes 
bacteriennes ou fongiques. 

CMVPepl/ax stimule I’immuniteanti-CMV 
et a montre son efficacite et sa securite 
chez les 36 patients-cibles, selon les 
resultats preliminaires publies on line dans 
le Lancet Flaematology du 23 decembre 
2015, resultats qui ouvrent la voie a un 
essai clinique de phase 2 plus large pour 
confirmer I’efficacite: cet essai en double 
aveugle contre placebo devrait, en colla- 
boration avec I’Universite du Minnesota, 
concerner 96 patients au moins. 

Lors de la phase 1 b, les patients recrutes 
devaient recevoir des cellules souches 
pour leucemie ou lymphome. La moitie 
de ces patients initiaux a regu le vaccin 
CMV a 28 et 56 jours apres la transplan- 
tation de cellules souches, tandis que les 
autres patients poursuivaient le traitement 
standard de leur pathologie. 


Au cours du suivi de ces premiers 
patients, I’equipe de City of Hope a 
constate de hauts niveaux de cellules T 
protectrices contre le CMV, I’incidence 
de reactivation du virus etait moindre 
et les besoins en antiviraux etaient bas, 
compares au groupe de patients non 
vaccines. CMVPepVax genere ainsi des 
lymphocytes T specifiques du CMV per- 
mettant la maTtrise de la viremie chez les 
patients. Pour les chercheurs du centre 
anticancereux (Corinna La Rosa) Ryotaro 
Nakamura, Don J. Diamond et coll.), la 
reponse au vaccin reproduit en quelque 
sorte la reponse attendue habituellement 
d’un systeme immunitaire sain. C’est ce 
qu’on attend logiquement d’un vaccin! 
L’equipe de City of Hope semble avoir 
constate que les patients ayant regu le 
vaccin avaient une incidence moindre 
de rechute de leucemie et de risque de 
deces. A prendre avec recul avant d’avan- 
cer un eventuel effet positif du au vaccin ! 
Le vaccin anti-CMV n’a pas produit d’ef- 
fets indesirables et les complications 
ont ete moindres dans le groupe des 
vaccines, qui ont recupere, selon les 
auteurs, une immunite plus robuste que 
leurs comparateurs. Ils estiment qu’a 
I’avenir CMVPepVax pourrait etre utile 
egalement chez des patients recevant 
un greffe d’organe ou porteurs de mala- 
dies immunodeficitaires. . . et dans toute 
situation ou le CMV pose un probleme 
de sante... ■■ 

J.-M. M. 


Information: www.cityofhope.org. City of 
Hope, fonde en 1913, est un pionnier de la 
transplantation medullaire et de genetique. 
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Livres 


Le petit livre des grandes epidemies 

Tout ce que vous devez savoir pour vous proteger 


Pour ce petit livre bien congu, argumen- 
taire en forme de QCM : quels sont les 
trois plus grands tueurs 
de I’histoire de I’huma- 
nite: guerre, famine ou 
catastrophes naturelles? 

Non : grippe, peste et 
sida. Aujourd’hui, nous 
explique-t-on, notre 
monde moderne favorise 
la proliferation des mala- 
dies, voire I’emergence 
de nouvelles maladies tel 
Ebola ou la reapparition 
de vieilles maladies (sic), 
telle la dengue. Un livre 
simple et concis, qui pre- 
sente 50 maladies infectieuses parmi 
les plus virulentes, selon un classe- 
ment style fiches et une presentation 
facilitant lecture et comprehension, 
permettant de repondre rapidement a 


la recherche d’informations concises, 
ou pour repondre a un interlocuteur 
curieux (lyceen, etu- 
diant, patient). Dans 
chaque fiche on trouve 
des informations sur 
I’histoire de chaque 
maladie, sa reparti- 
tion dans le monde, 
les troubles qu’elle 
provoque, les traite- 
ments possibles et 
des conseils pratiques. 
Travail journalistique : 
I’auteur, membre hono- 
raire du Trinity College 
de Bristol, est journaliste medical et 
auteur de livres de sante et de science. 


Peter Moore. Editions Bel in. 144 p. 

www.editions-belin.com 


LE PETIT LIVRE 
DES GRANDES 

EPIDEMIES 

Tout ce que vous devez savoir pour vous proteger 



Dr PETER MOORE 


Belirv 


Risque chimique au laboratoire 

Guide a I’usage des medecins 
du travail et des manipulateurs 


Risque chimique 

au 

laboratoire 


Glide 

age des mOdecins du travail 
et des martpiCateurs 

Addition 



Ce guide pratique per- 
met aux medecins du 
travail et de prevention 
d’agir face au risque 
chimique. II expose et 
clarifie les regimen- 
tations en matiere de 
prevention du risque 
chimique indispensables a la prise de 
decision. La plupart des chapitres traite 
de questions pratiques : que faire en cas 
de pollution de I’atmosphere du labo- 
ratoire ou toxicite pour la reproduction. 
La prevention chez la femme enceinte 
est exploree dans un chapitre qui com- 
porte des reperes de physiologie pour 
les sujets exposes et les medecins, et 
des informations reglementaires pour 
les employeurs. De nouveaux outils 
sont proposes pour la realisation de 
I’Attestation d’Exposition Anterieure 
aux agents chimiques dangereux par 
les medecins du travail (elle n’est plus 
obligatoire depuis 201 2). Ainsi un modele 


de cette attestation preremplie et un 
aide-memoire de toxicite de 40 subs- 
tances courantes en laboratoire de bio- 
logie devraient aider au suivi medical 
post-exposition et post-professionnel du 
personnel. Faire un lien entre une mala- 
die, un cancer et une exposition passee, 
meme faible, necessite une information 
et une tragabilite rigoureuse des exposi- 
tions chimiques pour la reconnaissance 
et I’indemnisation en maladie profes- 
sionnelle. Bien que destine particuliere- 
ment au suivi medical du personnel de 
laboratoire de chimie ou de biologie, ce 
guide est utile a la prevention du risque 
chimique sur le lieu de travail public ou 
prive. L’auteur, neuro-endocrinologue, 
est medecin du travail et exerce a la Ville 
de Paris, apres une longue activite en 
medecine du travail interentreprises, et 
en medecine de prevention a I’lNSERM 
et a I’Ecole polytechnique. ■■ 

Isabelle Lagny. 2 e edition, mise a jourjuridique. 

190 p. www.editions.polytechnique.fr 


Agenda 
fevrier-juin 2016 


JIB 2016 
22-24 juin 2016 

Paris/Porte de Versailles 
www.jib-sdbio.fr 

SNBH 

22-24 juin 2016 

Paris/Porte de Versailles 

www.snbh.asso.fr - www.acnbh.org 


International congress 
on anti-cancer treatment 

2- 4 fevrier 2016 

Paris 

www.icact.fr 

Assises de genetique humaine 

3- 5 fevrier 2016 

Lyon 

www.assises-genetique.org 

Rencontres de I’lnstitut national 
du cancer 
4 fevrier 2016 

Paris 

www.rencontresinca.fr 

CODIA/Forum Cardio-Diabeto 

16- 17 fevrier 2016 

Paris 

codia-forum.com/fr 

Genetique en medecine legale 
( genetics in forensics) 

14-15 mars 2016 

Londres 

www.forensic-genetics-congress.com 

Joumees francophones 
d’hepato-gastro-enterologie 
et oncologie digestive 

17- 20 mars 2016 

Paris 

www.jfhod.fr 

Forum La bo & Biotech 
30-31 mars 2016 

Lyon 

www.forumlabo.com 

Assises de sexologie 
et de sante sexuelle 
7-10 avril 2016 

Reims 

www.assises-sexologie.com 
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Un biphosphonate pour limiter 
le vieillissement des cellules souches 


En limitant [’accumulation des cassures 
de I’ADN et en favorisant leur reparation, 
le zoledronate protegerait un certain type 
de cellules souches, les cellules stromales 
mesenchymateuses, des effets deleteres 
de I’irradiation et du vieillissement. 

Une etude, recemment publiee par Juhi Misra 
et coll, dans la revue specialisee Stem Cells, 
propose que le zoledronate, un biphospho- 
nate couramment utilise en Clinique pour 
inhiber la resorption osseuse dans le trai- 
tement de Posteoporose ou de pathologies 
associees a une destruction du tissu osseux 
(telles les metastases osseuses), protegerait 
un certain type de cellules souches, les cel- 
lules stromales mesenchymateuses (CSM), 
des effets du vieillissement. 

Ces CSM sont des cellules souches dites 
«multipotentes» car elles sont capables de 
se differencier en divers types cellulaires dont 
les cellules des tissus de soutien et du tissu 
graisseux ainsi que les cellules a I’origine du 
cartilage et de Pos. Malgre leur caractere 
souche, elles perdent leur capacite de pro- 
liferation lorsqu’elles sont cultivees pendant 
plusieurs passages in vitro ou lorsqu’elles 
sont soumises a des irradiations et ceci est 
en partie lie a une accumulation des dom- 
mages a I’ADN. 

Les auteurs de Particle de Stem Cells etaient 
partis de (’observation surprenante selon 
laquelle le traitement par Pacide zoledronique 
augmentait de fagon significative la survie 


de patients traites pour des fractures de la 
hanche (Lyles et coll., NEJM 2007 ; 357) ou de 
souris atteintes d’une affection caracterisee 
par un vieillissement accelere, la progeria 
de type Hutchinson-Gilford (Varela et coll., 
Nature Medicine 2008; 14). Ces elements 
avaient alors incite les auteurs a rechercher 
si Pune des principales voies de signalisation 
impliquees dans la survie cellulaire, la voie 
mTOR (mammalian target of rapamycin), 
ne pourrait pas etre une cible potentielle 
de Pacide zoledronique. Par I’intermediaire 
d’experiences in vitro realisees sur des CSM 
provenant de la moelle osseuse de sujets 
sains jeunes (2 a 15 ans), ces chercheurs 
avaient mis en evidence que le zoledronate 
ajoute aux cultures protegeait les CSM des 
dommages a I’ADN crees par une culture a 
long terme et ameliorait leur survie et leur 
proliferation, tout en preservant leur capacites 
a se differencier. 

Le zoledronate favorisait egalement les pro- 
cessus de reparation de PADN (mis en evi- 
dence par des tests de type comet mesurant 
les cassures de PADN), apres une irradiation 
(1 a 7 Gy) des CSM ex vivo. Ils ont ensuite 
montre que I’effet du zoledronate sur la repa- 
ration de PADN passait par I’inhibition de 
la voie du mevalonate et, en particular, via 
I’inhibition de la signalisation AKT/mTOR/ 
F0X03A, en aval de cette voie. En effet, 
I’inhibition de Pactivation de mTORC2 par 
le zoledronate conduisait a une diminution 
de la phosphorylation d’AKT et a la translo- 
cation nucleaire de F0X03A qui, a son tour, 


augmentait la phosphorylation d’ATM (ataxia 
telangiectasia mutated), une proteine-cle de 
la reparation des cassures double-brin de 
PADN. Les auteurs ont ensuite verifie sur la 
souris que le zoledronate avait la capacite de 
proteg er in vivo les CSM des effets deleteres 
de Pirradiation (3 Gy). 

Compte tenu de la bonne tolerance de la 
molecule, les auteurs concluent leur etude 
en suggerant que le zoledronate pourrait 
presenter un interet dans le traitement 
des effets secondaires de I’irradiation 
chez les patients atteints de cancer, mais 
egalement dans les protocoles d’expan- 
sion des CSM a visee de therapeutique. 
Le travail ayant ete realise sur des cellules 
de sujets jeunes sains, il restera neanmoins 
a etudier I’effet du zoledronate sur les 
cellules de sujets ages et, qui plus est, 
de sujets ages malades. Par ailleurs, en 
protegeant les CSM des effets du vieillis- 
sement et en augmentant leur duree de 
vie en culture, il n’y aurait qu’un pas a 
faire (ou a ne pas faire ?) pour anticiper un 
effet du zoledronate sur le ralentissement 
du vieillissement des cellules souches... 
Quels qu’en seraient le retentissement au 
plan biologique et medical, I’augmentation 
de I’esperance de vie reste un veritable 
challenge sur le plan societal et econo- 
mique ; mais un tel debat n’est pas Pobjet 
de cette rubrique! ■■ 


Misra J, et coll. Stem Cells. 2015 Dec 17. doi: 
10. 1002/stem. 2255. [Epub ahead of print] 


Le test qui ecarte le risque d’infarctus 
et soulage les urgences 


Dans un article du Lancet, A.S.V. Shah (Uni- 
versity d’Edimbourg) utilise un test sanguin 
pour evaluer rapidement le risque d’infarctus 
dans une cohorte de 6304 patients admis 
aux urgences pour douleur thoracique. Ce 
test est base sur un dosage du taux de 
troponine I ultrasensible (Tni us), proteine 
intervenant dans la contraction cardiaque 
et qui, avec la troponine T (Tnt us), est Pun 
des marqueurs les plus sensibles et les plus 
specifiques des dommages myocardiques 
resultant d’un infarctus. 


Une troponine < 5 ng/L 
peut identifier un patient 
avec douleur thoracique 
mais a faible risque 
d’infarctus ne justif iant pas 
I’admission. 


Dans une premiere partie du travail, les 
chercheurs ont etudie 4 870 patients. 
Sur les 3 799 patients qui ne presentaient 
pas de signe d’infarctus a I’admission, 
61 % (2 311 patients) presentaient un 
taux de troponine inferieur a 5 ng/L. Ces 
patients avaient un tres faible risque d’at- 
taque cardiaque dans le mois suivant leur 
admission (valeur predictive negative de 
99,6 %) et pouvaient done rapidement 
sortir des services d’urgence. Cette valeur 
predictive est independante de Page, du 
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sexe, du risque cardiovasculaire et des 
antecedents. 

Le seuil de 5 ng/L a ete ensuite valide sur 
deux cohortes independantes de 1 434 
patients au total. De la meme fagon, les 
auteurs montrent que 56 % des patients pre- 
sentaient des taux inferieurs a ce seuil avec 
une valeur predictive negative de 99,4 %. 
De plus, un an apres I’examen, ces patients 
presentaient toujours un plus faible risque 
d’infarctus que ceux dont le taux de tropo- 


Le cancer, fruit 

Deux articles publies en 2015 dans les 
revues Science et Nature discutent 
de (’intervention du hasard dans le 
developpement des cancers, a grand 
renfort de statistiques et de modeles 
mathematiques. 

L’annee 201 5 aura ete source de contro- 
verses dans le domaine de la cance- 
rologie. Deux publications parues res- 
pectivement en tout debut et toute fin 
d’annee dans des titres parmi les plus 
prestigieux de la litterature scientifique, 
les revues Science et Nature, ont relan- 
ce la polemique sur le role des causes 
intrinseques vs extrinseques dans le 
developpement des cancers. De fagon 
interessante, en partant des merries 
observations de base, les auteurs de 
ces deux articles arrivent, grace a des 
analyses statistiques et des modeles 
mathematiques complexes, a des resul- 
tats quasiment opposes, impliquant, ou 
non, le hasard comme cause majeure de 
la plupart des cancers. 

Partant de I’hypothese de base que le 
nombre de division des cellules souches 
serait correle au risque d’apparition d’un 
cancer, I’equipe de Tomasetti et coll. 
(Science, 201 5) demontre que la « bad luck» 
(malchance) serait la principale res- 
ponsable de la survenue des cancers, 
alors que I’equipe de Wu et coll. (Nature, 
2015) implique d’autres facteurs, parmi 
lesquelles I’heredite et I’environnement, 
comme causes majeures du processus 
malin. 

Sans rentrer dans le detail des faiblesses 
methodologiques et dans Interpretation 
des resultats a I’origine de cette pole- 
mique, et sans taire le fait que ces deux 
etudes excluent les cancers du sein et 
de la prostate, dont la frequence aug- 


nine etait initialement superieur ou egal a 
5 ng/L, ce qui demontre la fiabilite du test. 
Compte tenu de la constante augmentation 
du nombre de patients hospitalises pour dou- 
leur thoracique, ce test represente une avan- 
cee pour le patient, mais aussi pour I’hopital 
en termes d’economies substantielles. 
Malgre I’interet evident du test pour trier rapi- 
dement les patients a faible risque d’infarctus, 
des points particulars meritent d’etre valides, 
comme par exemple son seuil de sensibilite 


du hasard 

mente de maniere inquietante, ces deux 
articles sont essentiels, car ils revelent 
la complexity physiopathologique du 
processus cancereux. En effet, qu’elles 
soient malignes ou non, les cellules, et 
plus particulierement les cellules souches, 
se trouvent dans un environnement cellu- 
laire et moleculaire qui participe tres fine- 
ment a la regulation de leur proliferation 
et differenciation. Ce microenvironnement 
est dependant de I’environnement tissu- 
laire, lui-meme sensible a I’inflammation, 
du systeme immunitaire, du stress oxydatif . . . 
resultant des infections, du vieillissement, 
des traitements et des multiples agres- 
sions exterieures (pollution, alimentation, 
alcool, tabac, radiations...). 


Question: quelle serait 
la part du hasard et de la 
necessite du processus 
tumoral? 


Ainsi, il est peu probable que la trans- 
formation maligne d’une cellule par des 
mutations acquises lors de divisions 
successives soit uniquement le fruit du 
hasard. II semble beaucoup plus vrai- 
semblable que cette transformation 
soit dependante, au moins en partie, de 
I’environnement cellulaire au sens large. 
Que cet environnement deletere exerce 
une pression selective sur I’emergence/ 
developpement du clone malin ou qu’il 
soit a I’origine de cette transformation, 
la question reste ouverte pour la plupart 
des processus tumoraux. Mais, alors, 
quel serait le role du hasard dans ces 
processus? Et, dans ce cas, qu’entend- 
on par le mot « hasard » ? 


pour les patients arrivant tres precocement 
aux urgences, et sa reproductible entre 
differents laboratoires hospitaliers. II sera 
egalement necessaire de valider son effica- 
cite a long terme en le combinant a d’autres 
modes devaluation du risque d’infarctus, 
ceci dans le cadre d’un suivi clinique de 
ces patients. II 


Shah AS et Coll. Lancet 201 5 Oct 7. doi: 
10. 101 6/S01 40-6736(1 5)00391 -8. 


Selon le Dictionnaire Larousse «le hasard 
n’a pas acquis I’objectivite scientifique ». 
II y est defini comme la « cause d’eve- 
nements apparemment fortuits ou inex- 
plicables» et «seule la relation entre le 
calcul des probability et I’imprevisibilite 
d’un evenement est la condition premiere 
d’une transformation de la notion de hasard 
en concept scientifique ». Ce hasard dont 
parlent Tomasetti et coll, ne resulterait-il 
pas de processus regis par des equations, 
des lois, des mecanismes encore incom- 
pris et done encore inexplicables au jour 
d’aujourd’hui? 

Quoi qu’en soit la substantifique moelle, 
ces articles presentent la vertu de rappe- 
ler que la pathogenese des cancers est 
multifactorielle et qu’il est essentiel de 
prendre en compte cette complexite et ses 
multiples facettes, non seulement dans la 
prevention mais aussi, et surtout, dans la 
decision therapeutique, une fois le cancer 
etabli. Sur le plan de la prevention, il est 
clair que la connaissance des facteurs de 
risque et de susceptibility aux cancers 
ne peut etre que benefique en terme de 
sante publique. Sur le plan therapeutique, 
cibler les cellules malignes reste bien sur 
indispensable, mais reguler les interactions 
entre ces cellules et leur environnement 
regulateur est tout aussi essentiel si on 
veut esperer les eradiquer. Si, d’apres le 
philosophe grec Democrite, «tout ce qui 
existe dans I’Univers est le fruit du hasard 
et de la necessite », en serait-il de meme 
pour le processus tumoral? Mais, alors, 
quelle serait la part du hasard et quelle 
en serait la necessite? ■■ 


Tomasetti C and Vogel stein B. Science. 2015 
Jan 2;347(6217):78-81. doi: 10. 1 126/ 
science. 1260825 

Wu S et Coll. Nature. 2015 Dec 16. doi: 

1 0. 1 038/nature 16166. [Epub ahead of print] 
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Dossier scientifique 


Actualites en toxicologie 

Isabelle Morel 3 , Claude Guiguen b 



Avant-Propos 


U n numero special consacre a la toxicologie 
dans la Revue Francophone des Labora- 
toires est-ce pertinent? Bien sur tous les 
biologistes, lecteurs de ce beau journal, ne sont pas 
familiarises aux techniques toxicologiques mais y 
apprendront beaucoup. L’idee est nee suite aux 
premieres Journees Scientifiques de I’Association 
de Formation Continue en Biologie Medicale de 
Bretagne et Pays de Loire dites « Journees Alain 
Feuillu », en hommage a notre tres cher collegue 
disparu trop precocement. 

La personnalite d’Alain Feuillu a marque tous les 
biologistes de I’hexagone et au-dela. II a su rassem- 
bler les biologistes, independamment de leurs ori- 
gines ou de leurs modes d’exercice et a organise en 
Bretagne et tres souvent au sein meme des locaux 
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de I’UFR des Sciences Medicales et Pharmaceu- 
tiques de Rennes plusieurs congres dont le niveau 
scientifique et la conviviality restent dans toutes les 
memoires. Ces premieres journees se sont derou- 
lees les 22 et 23 mai 2014 sur le campus Sante de 
Rennes avec 2 sessions, I’une clinico-biologique 
consacree a I’hemostase et I’autre a la pharmaco 
toxicologie, un de ses domaines de predilection. 
De cette deuxieme session sont issus plusieurs 
articles qui illustrent ce numero. 

Ainsi un des themes scientifiques d’actualite pour 
les toxicologues et presente dans ce dossier par 
le Pr Jean-Pierre Goulle de la faculte de medecine 
pharmacie de Rouen, concerne I’arrivee exponen- 
tielle sur le marche de nouvelles drogues ou pro- 
duits de synthese (NPS). Facilement accessibles via 
internet et souvent plus rapidement que la legisla- 
tion en vigueur pour les interdire, ces substances 
presentent des effets psychoactifs et toxiques dont 
il est difficile d’apprehender les risques. Dans cet 
objectif, un dispositif d’alerte precoce a ete mis 
en place afin d’adopter des decisions rapides en 
matiere de reglementation et de penalisation. Le 
challenge pour le toxicologue consiste en pouvoir 
detecter ces nouvelles drogues de synthese chez 
I’homme, en cas d’intoxication ou de deces, le panel 
de ces produits etant extremement large et diversifie. 
Dans la continuity de cette presentation, sachant 
que le cannabis pourrait etre de nos jours consi- 
dere comme une nouvelle drogue en raison de sa 
concentration fortement augmentee par rapport 
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a plusieurs annees auparavant, le Dr Jean-Michel 
Gaulier du CHU de Lille presente le cannabis comme 
constituant de nouveaux defis pour le biologiste 
toxicologue. En effet, du fait que le cannabis puisse 
correspondre a un produit de grande consommation 
en France, son depistage et les suivis de sevrage 
font I’objet de demandes croissantes. Les outils 
analytiques mis en oeuvre, avec les limites qui leurs 
sont liees, ainsi que les pieges a eviter doivent etre 
pris en consideration dans I’ interpretation des resul- 
tats. De plus, les expositions chroniques des enfants 
des consommateurs de cannabis font emerger de 
nouvelles questions de sante publique qui sont 
discutees dans cet expose. 

Ainsi chaque individu n’est pas egal face a I’exposi- 
tion aux toxiques et xenobiotiques, non seulement 
de par son environnement mais aussi en raison de 
son patrimoine genetique. Comme I’explique le 
PrDelphine Allorge du CHU-faculte de pharmacie 
de Lille, la toxicogenetique conditionne la reponse 
de I’individu aux toxiques en fonction de son equi- 
pement enzymatique. Sous-discipline de la pharma- 
cogenetique, la toxicogenetique permet d’expliquer 
I’apparition d’effets indesirables voire meme toxiques 
dans des situations non attendues relevant aussi 
bien d’une prise en charge therapeutique que d’un 
cadre medico-legal. Les methodes analytiques de 
phenotypage et de genotypage permettent ainsi 
d’expliquer certains cas de toxicity survenant lors 
de I’administration de medicaments tels que les thio- 
puriniques, morphiniques, et morphinomimetiques 
ainsi que les antidepresseurs. La connaissance du 
«statut genetique » du patient permettra a I’avenir 
d’individualiser les traitements medicamenteux et 
ainsi d’en limiter les effets indesirables et manifes- 
tations toxiques. 

Les outils analytiques disponibles pour le biologiste 
toxicologue relevent aussi bien de ceux neces- 
saires au typage genetique que de ceux permet- 
tant le dosage specifique du toxique. Recemment, 
la spectrometrie de masse haute resolution a fait 
son apparition dans les laboratoires specialises 
en toxicologie et ses applications ont revolutionne 
les performances de depistage des intoxications 
et d’identification du toxique implique. Ainsi, le 
DrElodie Saussereau du CH du Havre nous presente 
les interets et applications de cet outil analytique 
employe a des fins de « screening toxicologique». 
Son utilisation dans un contexte d’urgence peut 
etre optimisee par une preparation «en ligne » de 
I’echantillon biologique, diminuant considerablement 
le delai de rendu des resultats. De plus, (’application 
de cette technologie a differents types de matrices 
biologiques (sang, urines, cheveux...) ainsi que la 
possibility de detecter les metabolites du xenobio- 


tique permettent d’elargir les fenetres de detection 
et d’optimiser, pour le toxicologue, les possibility 
de mettre en evidence le toxique implique. 

Parmi les applications potentielles de I’utilisation 
de telles methodologies, se trouve la mise en evi- 
dence de nouveaux marqueurs biologiques de la 
consommation d’alcool que sont I’ethylglucuronide 
et I’ethylsulfate. Comme le decrit le Pr Isabelle Morel 
du CHU-faculte de pharmacie de Rennes, les poten- 
tiality d’utilisation de ces marqueurs a des fins de 
mise en evidence d’une exposition a I’ethanol sont 
tres importantes aussi bien dans un contexte Clinique 
que dans un cadre medico-legal. Les limites des 
methodes analytiques et des matrices biologiques 
employees ainsi que les precautions d’ interpretation 
demeurent toutefois la preoccupation majeure du 
toxicologue dans I’exploitation de ces parametres 
biologiques. 

Ces cinq chapitres abordent les themes d’actualite 
des biologistes toxicologues; nous en remercions 
les auteurs. Suivent les traditionnelles QCMs pour 
evaluer nos connaissances, a vous de les decou- 
vrir. Nous esperons que le lecteur trouvera dans ce 
dossier un ensemble d’informations relatives aux 
evolutions actuelles de la toxicologie reposant sur 
I’essor des technologies et sur les preoccupations 
relevant du domaine de la sante publique. Nous 
vous souhaitons une excellente lecture. 
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Cannabinoides de synthese et nouvelles drogues. 
Quoi de neuf? 

Jean-Pierre Goulle 3 , Michel Guerbet 3 


Resume 


Pour la premiere fois en 2014, plus de 100 nouvelles drogues sont 
apparues sur le marche europeen - ce qui represente une aug- 
mentation de 25 % par rapport a 2013 - et parmi elles 56 nou- 
velles drogues ont ete identifies en France - soit une augmen- 
tation de 50 % par rapport a 2013. En 2014 en Europe, parmi les 
101 nouvelles drogues, 31 sont des cathinones de synthese, ce qui 
en fait la categorie la plus nombreuse, immediatement suivie par 
30 cannabinoides synthetiques. Le dispositif d’alerte precoce de I’Union 
Europeenne surveille actuellement plus de 450 nouvelles substances 
psychoactives. Depuis 2014, six d’entre elles font I’objet d’une eva- 
luation des risques. Au cours des dernieres annees, ces nouvelles 
drogues ont ete responsables d’un nombre croissant d’effets nefastes, 
d’hospitalisations, voire de deces. La surdose de drogue reste la prin- 
cipal cause de deces chez les usagers problematiques de drogues. 
L’estimation de I’Union Europeenne pour 2013 est d’un minimum 
de 6 100 deces; soit une legere augmentation par rapport a 2012. 
L’herol'ne ou ses metabolites sont presents dans la majorite des surdoses 
mortelles signalees en Europe, souvent en combinaison avec d’autres 
substances. Mais dans certains pays, en Hongrie par exemple, ces 
nouvelles substances psychoactives ont ete detectees dans environ 
la moitie des deces dus aux drogues en 2013. Au cours des dernieres 
annees, les mefaits sanitaires et sociaux lies a (’utilisation de ces 
nouvelles drogues constituent une preoccupation majeure au sein de 
I’Union europeenne et en France. 

Cannabinoides de synthese - cathinones de synthese - 
phenethylamines - , Europe. 


Introduction: en 2014, deux nouvelles 
drogues par semaine sur le marche europeen, 
une par semaine en France. 


Summary 

Synthetic cannabinoids and new drugs of abuse. 
What’s new? 

For the first time, in 2014 over 100 new drugs of 
abuse appeared on the European market - which 
represents a 25 % increase on 2013 - and 56 on the 
French market - which represents a 50 % increase on 
2013. Thirty-one of these substances are synthetic 
cathinones, making this the largest category of new 
drugs identified in Europe in 2014, followed by 30 
synthetic cannabinoids. The Eurpean Union Early 
Warning System is currently monitoring more than 
450 new psychoactive substances. In 2014, six new 
psychoactive substances were risk-assessed. These 
new drugs emerged in Europe in the past few years 
and have been linked to growing numbers of reports 
of harm, including hospitalisations and deaths. Ove- 
rall, drug overdose continues to be the main cause of 
death among problem drug users. The EU estimate 
for 201 3 is a minimum of 6 1 00 deaths. This is a slight 
increase from 2012. Heroin or its metabolites are 
present in the majority of fatal overdoses reported in 
Europe, often in combination with other substances. 
In somes coutries, Hungary, for example, new psy- 
choactive substances were detected in around half 
of the reported drug-induced deaths in 2013. Despite 
positive developments in recent years, the health and 
social harms associated with the use of these drugs 
remain a key concern across the European Union 
and in France. 

Synthetic cannabinoids - synthetic cathinones - 
phenethylamines - Europe. 


A cote des drogues traditionnelles comme I’ heroine, la 
cocaine, I’ecstasy et le cannabis toujours bien presents, 
on trouve de nouvelles drogues qui represented un danger 
supplemental considerable pour la sante, en particulier 


El Laboratoire de Toxicologie, ABTE ToxEMAC EA 4651 

Faculte de Medecine et de Pharmacie 
Laboratoire de Toxicologie 
22, boulevard Gambetta 
76183 Rouen CEDEX1 

* Correspondence 

jean-pierre.goulle@univ-rouen.fr 


article regu le 13 aout, accepte le 30 septembre 2015 

© 201 6 - Elsevier Masson SAS - Tous droits reserves. 


pour les plus jeunes. Ce nouveau danger frappe de nom- 
breux pays. Nous assistons depuis quelques annees a 
une proliferation du nombre de ces nouvelles drogues 
proposees via Internet sur le marche frangais et europeen. 
Jusqu’en 2008, les nouvelles drogues qui apparaissaient 
chaque annee sur ce marche se comptaient sur les doigts 
des deux mains, aujourd’hui ce sont deux nouvelles 
drogues qui sont disponibles chaque semaine. II en a 
ete denombre 101 au cours de I’annee 2014. II est tres 
facile de s’en procurer sur Internet et de se faire livrer 
a domicile par voie postale. Nous avons aujourd’hui un 
marche tres lucratif a I’abri de tout controle, qui consti- 
tue I’activite principale de la criminalite organisee. Face 
a cette situation tres preoccupante, I’Union Europeenne 
(UE) a cree des structures de surveillance pour suivre, 
analyser et maitriser cet afflux dont les consequences 
pourraient etre desastreuses s’il n’etait pas contenu. 
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Figure 1 - principaux groupes de nouvelles 
substances psychoactives apparues en Europe 
entre 2005 et 2014. Source OEDT, 2015 [1] 


Nombre et categories de nouvelles substances psychoactives 
notifiees au systeme d'alerte precoce (EWS) de I'UE, 2005-14 

100 M 




2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 


I Cannabinoides Cathinones ED Opiacds 
I Ph6n6thylamines Piperazines Arylamines 
I Try pta mines Autres substances 


On constate en effet une demande pressante de consom- 
mateurs a la recherche de substances toujours plus actives 
mais aussi de sensations nouvelles, et simultanement des 
chimistes vereux capables de repondre aux sollicitations. 
A la lumiere de ces constats, dans ses rapports en date 
des 27 mai 201 4 et 5 juin 201 5, I’Observatoire Europeen 
des Drogues et Toxicomanies (OEDT) tirait la sonnette 


d’alarme a propos de ces nouvelles drogues qu’il nomme 
nouvelles substances psychoactives (NSP) pour bien indi- 
quer leur cible. L’OEDT a developpe un dispositif euro- 
peen d’alerte precoce ou Early Warning System (EWS) 
qui montre une progression fulgurante de leur nombre: 
13 nouvelles drogues en 2008, 41 en 2010, 73 en 2012, 
81 en 201 3 et 1 01 en 2014, sans compter celles qui n’ont 
pas encore ete identifies! (figure 1) [1]. Au total I’OEDT 
surveille fin 2014 plus de 450 NSP dont plus de la moi- 
tie a ete detectee au cours des trois dernieres annees. 
Nombre d’entre elles sont plus puissantes et beaucoup 
plus toxiques que les drogues traditionnelles. Menagant 
meme parfois le pronostic vital, elles represented un 
veritable danger pour la sante des utilisateurs. L’UE a 
done decide de mettre en oeuvre une politique pour lutter 
contre leur diffusion dans un marche europeen en pleine 
expansion. On observe une veritable competition entre les 
nouvelles drogues offertes sur le marche. A eux seuls, les 
cannabinoides de synthese, generalement plus puissants 
que le cannabis dont ils miment les effets, apparus pour 
la premiere fois en decembre 2008, sont au nombre de 
134 a la fin de I’annee 2014. Les cathinones ne sont pas 
en reste puisqu’elles represented avec les cannabinoides 
de synthese, les deux-tiers des NSP identifies par I’EWS. 
En 2014 parmi is 101 nouvelles drogues identifies, on 
trouve 31 cathinones et 30 cannabinoides de synthese 

[1] . La France n’echappe pas a ce nouveau phenomene 
avec 56 NSP identifies en 2014, soit une par semaine, 
en augmentation de +50 % par rapport a 2013, annee 
au cours de laquelle 38 NSP ont ete identifies; alors 
qu’elles n’etaient que de 1 a 4 au cours de la periode 
2000-2008. Comme en Europe, e’est a partir de 2009 que 
leur nombre connait une forte augmentation (figure 2) 

[2] . Ce phenomene, loin d’etre localise a la France et a 
I’Europe, touche egalement les Etats-Unis et de nombreux 
autres pays dans le monde. 


Figure 2 - principaux groupes de nouvelles substances psychoactives apparues en France 
entre 2000 et debut 2015. Source SINTES, 2015 [2] 
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3 Internet et le cybermarche 
noir: un marche en plein essor 
avec de nouvelles drogues 
de plus en plus diversifies 


L’analyse du marche est compliquee par I’emergence 
de NSP chimiques ou naturelles non reglementees done 
inconnues par le droit international et frequemment congues 
dans le but d’imiter les effets des drogues interdites. Le 
produit fini, ou le plus souvent un intermediaire de syn- 
these, est fabrique a tres bas cout en Chine ou en Inde, 
ou il a une existence legale, puis il est vendu en Europe. 
La plupart des cannabinoides synthetiques sont fabriques 
en Chine, puis achemines en vrac, par I’intermediaire de 
reseaux de transport et de distribution ayant pignon sur 
rue. Une fois dans I’UE, ces cannabinoides sont generale- 
ment melanges a des vegetaux seches ou pulverises, puis 
conditionnes comme « euphorisants legaux » ou « legal 
highs » pour etre vendus sur Internet ou par des interme- 
diaires. En 2013, 35 000 saisies ont ete notifiees a I’EWS, 
en majority des cathinones (31 %) et des cannabinoides 
de synthese (30 %) [1] ; malheureusement aucune don- 
nee n’est disponible pour la France. Enfin, ces nouvelles 
drogues sont parfois produites en Europe a partir d’inter- 
mediaires de synthese, dans des laboratoires clandestins, 
principalement localises dans le Nord et I’Est de I’Europe, 
puis vendues directement. Comme dans de nombreux 
domaines, mais tout particulierement celui des drogues, 
la vente sur Internet occupe une place de plus en plus 
importante et pose de serieux problemes pour controler 
et freiner cette offre. La possibility pour les fabricants, les 
grossistes, les revendeurs, les hebergeurs de sites web 
et de paiement d’etre localises dans differents pays et de 
plus tres mobiles, rend la situation particulierement difficile 
a maitriser. En 2013, 1’UE a recense 651 sites Internet [1] 
proposant ces nouvelles drogues sous le label « legal highs » 
ou sous des appellations des plus fantaisistes, afin d’en 
falsifier I’identite comme « produit chimique destine a la 
recherche », « engrais » voire « complement alimentaire ». 
Un nombre croissant de ces nouvelles drogues est aussi 
propose a la vente en tant que simple medicament ou 
comme « smart drug ». L’etiquetage mentionne d’ailleurs le 
plus souvent que I’achat n’est pas destine a la consomma- 
tion humaine. C’est aussi habituellement avec la mention 
« not for human consumption » figurant sur I’emballage que 
les cannabinoides de synthese sont proposes. Ce trafic 
de drogue en ligne est assure par des sites dont le degre 
de sophistication rivalise avec les meilleurs sites legaux, 
disposant meme parfois d’un veritable support technique. 
A cela s’ajoute un nouveau defi: le cybermarche noir ou 
le recours recent a des reseaux clandestins anonymes 
du cybermarche noir ou darknets pour ecouler toutes ces 
drogues aupres de dealers et de consommateurs. Ce nou- 
veau marche echappe a tout controle car les transactions 
sont anonymes. Le premier exemple fut le site Silk Road 
(ce qui veut dire route de la soie) qui a ete cree en 201 1 et 
qui rend anonymes tous les echanges grace a une tech- 
nology informatique tres sophistiquee appelee « TOR » 
ou The Onion Router (routeur en couche d’oignon) [3]. 


Chaque intermediaire a acces a une couche, mais aucun ne 
peut « peler I’oignon », pour acceder au cceur de celui-ci, qui 
contient le message. Ces nombreuses couches masquent 
les adresses IP des ordinateurs, garantissant ainsi I’ano- 
nymat des transactions. Grace a cette technologie, des 
cyberdealers mettent en relation les clients avec les sites 
marchands moyennant une commission. Les achats sont 
payes a I’aide d’une monnaie officielle fictive, le bitcoin, qui 
permet a I’acheteur de conserver I’anonymat, son argent 
etant depose sur un compte dedie. Le site Silk Road 1 a 
ete demantele et ferme par le FBI en octobre 2013 puis 
ferme apres 18 mois d’enquete [3]. Le chef de ce reseau, 
Ross Ulbricht, age de 31 ans a ete condamne aux USA a 
la prison a vie le 29 mai 2015. Le site Silk Road 2 qui avait 
pris le relais est egalement tombe un an plus tard. Selon 
la cyberdouane, il y aurait en France une centaine de ces 
cyberdealers d’un nouveau genre [3]. 

El Le dispositif d’alerte precoce 
ou early warning system 
(EWS) et le reseau europeen 
d’information sur les drogues 
et les toxicomanies (REITOX) [4] 


L’OEDT a mis en place un Reseau Europeen d’information 
sur les drogues et les TOXicomanies (REITOX). II est 

constitue de points nationaux qui permettent de recueillir 
les informations dans I’ensemble des pays de I’Union. Le 
dispositif EWS permet d’assurer la detection de nouvelles 
drogues synthetiques et d’evaluer leurs risques potentiels 
pour que le Conseil de I’Union puisse adopter des deci- 
sions en matiere de reglementation et de penalisation 
dans I’ensemble des Etats. L’OEDT s’appuie egalement 
sur d’autres Agences europeennes pour recueillir et croi- 
ser un maximum d’informations: I’Agence europeenne 
du medicament (EMA) et Europol qui est une Agence de 
police criminelle intergouvernementale qui facilite I’echange 
de renseignements entre les polices nationales des etats 
membres, en particulier en matiere de stupefiants. L’EWS 
est un dispositif d’informations qui fonctionne en temps 
reel, au travers d’un systeme declaratif dont le cout de 
fonctionnement est reduit, les renseignements etant recueil- 
lis et partages au niveau europeen. A partir de toutes les 
declarations, une fiche est etablie pour chaque substance : 
date de creation de la fiche, ou de sa mise a jour, type de 
substance, nom, nature, formule chimique, reglementation 
dans les pays de I’Union, alertes et rapports pour cha- 
cune d’entre elles. La base europeenne de donnees sur 
ces NSP s’appuie egalement sur de nombreuses autres 
sources d’information : les donnees de toxicologie Clinique 
et de toxicologie medico-legale, les resultats d’analyse 
d’eaux usees, Internet, les medias, les utilisateurs; mais 
egalement I’achat de substances proposees a la vente. 

Grace a I’EWS, le nombre de declarations a augmente de 
maniere considerable pour passer de 90 en 2009 a 169 
en 201 0, puis 208 en 201 1 , 421 en 201 2 et 444 en 2013. 

Chaque annee, des brochures detaillees sont editees, 
qu’il s’agisse de substances reglementees ou non. Ainsi 
un guide sur la mephedrone a ete publie en 201 0, un autre 
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sur le 5-IT en 201 3. Parmi ces NSP, un certain nombre font 
I’objet d’une surveillance particuliere en raison de leur res- 
ponsabilite dans des intoxications graves voire mortelles, 
afin d’evaluer les risques lies a leur consommation. Depuis 
201 4, six d’entre elles sont particulierement surveillees : le 
AH-7921 (opioide de synthese, 15 deces), la 251-NBOMe 
(phenethylamine, 1 deces, de nombreuses intoxications), 
methoxetamine (arylcyclohexylamine, 20 deces), la MDPV 
(cathinone, 99 deces), le 4,4’-DMAR (psychostimulant, 31 
deces en 1 an) et le MT45 (opioide de synthese, 28 deces 
en 9 mois) [4, 5]. 

3 Comment lutter contre 
la proliferation de ces NSP? 

Ainsi que nous I’avons evoque, la production et I’offre 
de drogue constituent aujourd’hui I’activite principale de 
la criminalite organisee. Ce commerce est tres lucratif et 
discret (il est beaucoup plus facile de dissimuler un labo- 
ratoire clandestin qu’un champ de pavot ou de cannabis), 
il necessite moins de personnel et la distribution des pro- 
duits est difficile a reperer. Le volumineux marche actuel 
du cannabis, a la fois importe et cultive sur place, joint a 
toutes les autres NSP, a entraine une prise de conscience 
des autorites de sante. Le danger sanitaire encouru est 
d’autant plus grand qu’il s’agit d’une activite extremement 
lucrative, en pleine expansion, permettant aux groupes 
criminels organises de generer des liquidites au travers 
de profits tout a fait considerables, qu’il s’agisse d’ailleurs 
des drogues traditionnelles ou encore avec plus de facilite 
des NSP, qui souvent echappent a la reglementation en 
vigueur. L’emergence de ces dernieres a egalement des 
consequences sur la lutte antidrogue qui devient beaucoup 
plus difficile, puisqu’a partir d’une tres faible quantite de 
principe actif, il est possible de produire un tres grand 
nombre de doses. Ainsi alors qu’il faut respectivement 
200 grammes de cocaine et 750 grammes d’ecstasy pour 
fabriquer 10 000 doses, 2,5 grammes de methylfentanyl et 
0,1 gramme de carfentanyl suffisent ! (tableau I) [5]. Cette 
reduction drastique des quantites de matiere premiere faci- 
lite leur dissimulation et done leur trafic, en particulier par 
voie postale. Consequence immediate, tandis que les deces 
dus a I’heroTne sont en recul d’une maniere generale, dans 
certains pays les deces dus a ces fentanyls progressent tres 
vite et depassent desormais ceux attribues a r heroine! La 


Tableau 1 - Quantite de drogue 
necessaire a la production de 10 000 doses. 

Drogues traditionnelles 

Ecstasy (MDMA) 

750 grammes 

Cocaine 

200 grammes 

Amphetamine 

100 grammes 

Nouvelles drogues 

Phenylethylamine 

5 grammes 

2-Methylfentanyl 

2,5 grammes 

Carfentanyl 

0,1 gramme 

Source OEDT, 2014 [5] 


lutte contre la proliferation de ces NSP impose de remonter 
les filieres jusqu’aux lieux de production. Ainsi en 2011, 
les autorites ont declare avoir demantele 350 sites de 
production de derives amphetaminiques en Europe, pour 
la plupart localisees en Republique tcheque. Alors que la 
part de I’ heroine a diminue partout en Europe au cours 
de ces dernieres annees, les stimulants, les drogues de 
synthese (cannabinoides, cathinones, phenethylamines, 
opioides), le cannabis et les medicaments detournes de 
leur usage gagnent sans cesse du terrain [1 , 5]. 

3 Pourquoi toutes ces nouvelles 
drogues? 

Parmi les raisons a cette explosion des nouvelles dro- 
gues, la recherche de sensations toujours plus fortes est 
determinante; la quete de drogues pouvant exercer des 
effets stimulants sur le systeme nerveux central, des effets 
euphorisants, ou hallucinogenes, voire de substances 
possedant a la fois toutes ces proprietes. Ilya done un 
marche. Une autre raison, qui explique I’effet amplificateur 
de la demande, est la possibility d’acquerir en toute legality, 
sans risque pour I’acheteur, des produits « inconnus » que 
la reglementation n’a pas encore classes dans la categorie 
des drogues, ce qui permet d’echapper a toute poursuite 
en cas de saisie. De plus, la consommation de la plupart 
de ces NSP echappe aux depistages biologiques habituels 
realises dans la salive ou les urines. Alors que la consom- 
mation des drogues traditionnelles comme le cannabis, 

I ’heroine, la cocaine ou I ’ecstasy est facilement mise en 
evidence par le depistage salivaire ou urinaire, ces tests 
biologiques sont totalement inoperants pour les NSP. Ainsi 
le consommateur de cannabis echappera a tout controle en 
substituant la resine de cannabis dans son tabac par des 
cannabinoides de synthese qu’il peut se procurer le plus 
facilement du monde sur la toile. Leur detection impose 
des tests specifiques qui ne sont pas encore pratiques en 
routine en France et dans la plupart des pays, qu’il s’agisse 
du depistage d’un conducteur dans le cadre de la security 
routiere, ou de la surveillance medicate d’un sujet exergant 
une activite professionnelle a risque. Ilya plus d’un quart 
de siecle, un visionnaire, Gary Henderson avait tout predit 
sur les drogues du futur [6] en affirmant qu’« elles seront 
plutdt d’origine synthetique que de nature vegetate. Leur 
synthese se fera a partir de produits chimiques disponibles, 
peut-etre des derives de medicaments , elles seront puis- 
santes et leur action sera selective. De plus , elles seront 
commercialisms avec ingeniosite ». 

3 Quels sont leurs effets 
pathologiques et quelle est 
leur toxicite? 

Les nouvelles drogues sont principalement des stimulants 
centraux et des hallucinogenes. Elles presentent de plus 
un tres fort pouvoir addictogene. Leur consommation, 
meme limitee, peut etre preoccupante en raison de la 
grave toxicite de certaines NSP [1 , 7]. Le reseau europeen 
d’analyse des situations d’urgence imputables aux drogues, 
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qui surveille les admissions aux services d’urgence dans 
dix pays, a revele que 9 % d’entre elles impliquaient des 
NSP, essentiellement des cathinones [1]. En 2014, 1’EWS 
a lance 16 alertes concernant ces nouvelles substances 
surveillees par le dispositif ; bon nombre d’entre elles rap- 
portant des effets indesirables graves et en particulier des 
deces [8], dont 135 consecutifs a la prise de trois mole- 
cules [1]. Cependant I’heroTne ou ses metabolites sont 
encore impliques dans la majorite des deces par surdose 
en Europe au nombre de 6 100 en 2013 [1, 5] en legere 
hausse par rapport a 2012, et qui demeurent une cause 
importante de mortalite evitable, surtout chez les jeunes. 
En France le nombre annuel de deces par surdose est 
de 340, dont la moitie pour lesquels on trouve un opiace 
seul ou associe a d’autres molecules [1 , 5]. A I’inverse, en 
Hongrie des NSP ont ete detectees dans environ 50 % 
des deces lies aux drogues en 2013 [1]. Les nouveautes 
proposees a la vente sont actives a des doses de plus en 
plus faibles, augmentant ainsi le risque de surdosage 
[5]. II s’y ajoute un reel probleme analytique car ces drogues 
ne sont pas detectables par les methodes classiques. En 
effet, elles sont presentes en tres faibles concentrations 
dans I’organisme et leur mise en evidence dans les milieux 
biologiques necessite la mise en oeuvre de techniques 
analytiques specifiques. Les statistiques sont done vrai- 
semblablement tres largement sous-estimees quant a la 
mortalite qui leur est attribute. Nous nous limiterons a la 
description des effets des drogues que Ton rencontre le 
plus frequemment sur le marche: les cannabinoTdes de 
synthese et les cathinones. 

6.1 . Les cannabinoVdes de synthese 

Les cannabinoTdes de synthese qui dominent avec les 
cathinones le marche des NSP, ont une toxicite beaucoup 
plus marquee que celle du cannabis, avec un plus grand 
nombre d’effets secondaires toxiques que ce dernier. 
Agissant sur les recepteurs ubiquistes CB1, leurs effets 
sont assez similaires a ceux du cannabis. Toutefois on note 
trois fois plus d’hypertension arterielle et de vertiges, mais 
surtout six fois plus d’hallucinations et trois fois plus de 
tachycardie qui menacent le pronostic vital (tableau II) [9]. 
On constate avec les cannabinoTdes de synthese des 
intoxications beaucoup plus severes qu’avec le cannabis 
[10-15]. Des intoxications a consequence mortelle par 
defenestrations et automutilations consecutives au syn- 
drome hallucinatoire, par arret cardiaque et infarctus du 
myocarde, accident vasculaire cerebral ont ete rapportees 
[1 0, 1 6-1 9]. Les centres antipoison americains font etat de 
la prise en charge de 7 000 dossiers de patients victimes 
de cannabinoTdes de synthese pour la seule annee 201 1 . 

6.2. Les cathinones de synthese 

Elles sont courantes sur le marche des stimulants illicites 
dans certains pays europeens et sont souvent consom- 
mees de maniere interchangeable avec les amphetamines 
ou I’ecstasy. L’injection de cathinones de synthese, sans 
etre repandue en Europe, constitue un sujet preoccu- 
pant localise dans des groupes d’usagers problematiques 
de drogues dans certains pays [1]. Ainsi, I’injection de 
methamphetamine avec d’autres stimulants, le plus sou- 
vent des cathinones de synthese dans un contexte de 


Tableau II - Cannabis et cannabinoTdes de 
synthese: frequences comparees des effets 
secondaires selon Forrester [9] 


THC 
(n = 418) 

Spices 
(n = 99) 

Tachycardie 

13 % 

37 % 

Agitation 

08 % 

19 % 

Somnolence 

14 % 

18 % 

Vomissements 

08 % 

15 % 

Hallucinations 

02 % 

11 % 

HTA 

03 % 

10 % 

Nausees 

03 % 

09 % 

Confusion 

07 % 

09 % 

Vertiges 

03 % 

09 % 

Douleurs thoraciques 

09 % 

07 % 


marathon homosexuel, est egalement signalee dans des 
pays europeens. Ces pratiques dites de « slam » suscitent 
des inquietudes en raison de la prise de risque tant dans 
la consommation de drogues que dans le comportement 
sexuel [1, 7]. Les effets psychostimulants exerces sont 
assez similaires a ceux des amphetamines ou de la cocaine. 
Les cathinones augmentent la concentration synaptique 
des monoamines [7]. L’intoxication aigue aux cathinones 
de synthese est susceptible de menacer le pronostic vital 
car elle peut associer des troubles cardiaques incluant 
tachycardie, douleurs thoraciques, hypertension arterielle, 
anomalies electriques a I’ECG, hyperthermie, cedeme 
cerebral, convulsions, rhabdomyolyse et complications 
psychiatriques aigues [7]. Les cathinones de synthese 
figurent parmi les substances le plus frequemment a I’ori- 
gine de deces [1 , 5, 20-23]. 

Q Frequence d’usage des NSP 
en France chez les 15-24 ans 

La prevalence de la consommation de ces substances 
semble etre faible en France [1]. Toutefois, une enquete 
recente menee en Europe de I’ouest chez 13000 sujets 
ages de 1 5 a 24 ans a revele que la frequence d’usage d’au 
moins une NSP dans I’annee etait la plus forte en Irlande 
(9 %), suivie par la France (8 %) et I’Espagne (8 %) [24]. 

[3 Le cannabis 2015 est-il 

une nouvelle drogue? 

Avant d’evoquer les NSP, on peut se poser la question sui- 
vante: le cannabis que Ton trouve sur le marche en 2015 
est-il une nouvelle drogue? Qu’il s’agisse de la drogue 
sous forme d’herbe ou de resine, on peut repondre par 
I’affirmative a cette question car une augmentation de la 
concentration en principe actif, le tetrahydrocannabinol 
(THC) est constatee au cours des dernieres annees. Dans 
son dernier rapport de juin 2015, I’OEDT mentionne que 
les teneurs moyennes en THC de I’herbe ont double en 
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cinq ans et celles de la resine ont double en 10 ans [1]. 
Ce phenomene est confirme en France ou les resultats 
des analyses de saisies de resine de cannabis revelent 
que la concentration moyenne en principe actif a ete mul- 
tipliee par quatre en 20 ans, pour passer en moyenne 
de 4,4 % en 1993 a 16 % en 2012 [25]. L’augmentation 
de la concentration de la drogue en THC est semble-t-il 
contemporaine de I’apparition de pathologies nouvelles, 
principalement des atteintes ischemiques touchant divers 
territoires: coronariennes a type d’infarctus de myocarde 
[26-29], cerebrales avec des accidents vasculaires [30-32], 
les membres inferieurs avec des arterites [26]. 

3 Les cannabinoi'des de synthese 

Comme nous I’avons evoque, les premiers cannabinoi'des 
de synthese ont ete identifies sur le marche des drogues 
fin 2008. Ce sont pourtant des molecules connues de 
longue date puisque le premier d’entre eux, le HU210 
a ete synthetise en 1988. Les NSP ont initialement ete 
developpes le plus souvent par I’industrie pharmaceutique, 
a des fins de recherche medicale, pour mettre au point 
des medicaments actifs sur les recepteurs des cannabi- 
no'i'des, dotes d’activites analgesique et anti-inflammatoire, 
sans effets psychoactifs ; mais dont aucun n’a pu etre 
commercialise en raison de rapports benefices/risques 
defavorables. Synthetises aujourd’hui par des laboratoires 
clandestins, ils sont massivement detournes d’un usage 
medical a des fins recreatives et se retrouvent sur le mar- 
che de la drogue. Ils sont ensuite interdits, mais aussitot 
de nouveaux derives sont synthetises en greffant sur les 
noyaux des radicaux differents pour modifier leur formule 
et echapper ainsi a la reglementation. A ce jour I’EWS 
en a identifie plus de 140 [1,2]. Avec les cathinones, les 
cannabinoi'des de synthese constituent le groupe le plus 
important des NSP. D’apparition recente, le premier d’entre 
eux, le JWH-018 a ete propose comme « spice » dans 
un melange a turner (figure 3). On denombre 1 4 families 
chimiques [33] regroupees en 7 groupes structuraux prin- 
cipaux : le derive historique (HU-21 0), les naphtoylindoles 
(JWH-018 .figure 4, JWH-073, AM-2201), les naphthyl- 
methylindoles (JWH-175 et 184), les naphtoylpyrroles 


(JWH-30), les naphthylmethylindenes (JWH-176), les 
cyclohexylphenols (CP-47,497; CP-55,490), phenyla- 
cetylindoles ou benzoylindoles (JWH-250, RCS-4 et 8). 
Les differents cannabinoi'des de synthese identifies en 
France sont regroupes tableau III. Apres leur synthese 
chimique, la poudre obtenue est mise en solution puis 
pulverisee sur un melange vegetal dont la composition 
est tres variable, mais rarement precisee. Les vegetaux 
choisis exercent eux-memes parfois des effets pharma- 
cologiques, par exemple de type « cannabis like » comme 
pour Leonotis Leonorus [25]. Ils sont conditionnes en 
sachets contenant en general 3 grammes de matiere 
vegetale seche a laquelle un ou plusieurs cannabinoi'des 
ont ete ajoutes. Finalement, ils sont introduits dans une 
pipe ou melanges dans le tabac d’une cigarette. Ils sont 
vendus sur Internet, sous des noms tres fantaisistes 
( Dream , K3 Legal, Magic, Red Magic, Spice Gold Spirit, 
Star Fire,...), comme « encens destine a etre brule » ou 
« pot-pourri », affiches « impropre a la consommation 
humaine », pour « usage aromatique seulement ». En plus 
de la recherche d’effets « cannabis like » renforces, leur 
immense succes s’explique par le fait que les techniques 
analytiques utilisees pour depister I’usage de cannabis 
sont inoperantes, ce qui permet leur consommation dans 
les situations ou la prise de drogue est sanctionnee, mais 
aussi par des categories professionnelles qui font I’objet 
de depistages reguliers. En France, ils ont fait recemment 
I’objet d’une enquete de niveau d’usage dans le cadre 
du barometre sante [34]. L’usage au cours de la vie est 
de 1 ,7 % pour les 1 8-64 ans et de 4,0 % pour les 1 8-34 
ans, ce qui les situe a un niveau d’usage similaire a celui 
de I’ heroine ou des amphetamines [34]. 

Les cathinones de synthese 

Contrairement aux cannabinoi'des de synthese qui sont 
comme le cannabis exclusivement consommes par voie 
inhalee, les cathinones de synthese sont utilisees soit 
par voie orale, soit par voie intranasale ou intraveineuse, 
cette derniere etant souvent privilegiee chez les homo- 
sexuels dans les pratiques dites de « slam ». Ce sont des 
analogues de la cathinone, principe actif contenu dans le 
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Tableau III - Liste des NPS identifies sur le territoire frangais et signales a I’OFDT entre 2000 et mai 2015 

(*classes comme stupefiants en France). 


Cannabinoi'des 

Cathinones 

Phenethylamines 

Tryptamines 

Piperazines 

Opioi'des 

Autres 

2008 

2002 

2000 

2003 

2005 

2013 

2004 

CP47,497 (C8+C10)* 

Bupropion 

4-MTA* 

AMT 

mCPP 

AH-7921 

Asarone 

JWH-018* 

2008 

2001 

DMT 

2006 

2014 

2005 

2009 

Mephedrone* 

2C-B* 

2004 

pCPP 

Acetylfentanyl 

Tiletamine* 

JWH-073* 

2009 

2C-T-7* 

5-MeO-DIPT 

TMFPP* 

Despropionyl-o-fluoro 

fentanyl 

2010 

2011 

3-FMC* 

2002 

5-MeO-DMT 

2007 

2015 

MDAI 

AM-2201* 

4-FMC* 

TMA-2* 

2011 

DBZP 

Ocfentanil 

pFBT 

JWH-019* 

Methylone* 

2C-T-2* 

4-AcO-DMT 

2009 

o-desmethyltramadol 

x-APB 

JWH-122* 

2010 

2004 

4-AcO-MIPT 

pFPP 


2011 

JWH-210* 

4-MEC * 

2C-I* 

DIPT 

2014 


x-MeO-PCP 

JWH-250* 

Etcathinone* 

2005 

2012 

3,4 CTMP 


Methiopropamine 

2012 

MDPV * 

MDHOET 

5-MeO-DALT 

Methoxypiperamide 


Methoxetamine* 

HU-331 

2011 

2007 

5-MeO-DMT 

MBZP 


2012 

JWH-081* 

BMDB* 

N methyl PEA 

5-MeO-MIPT 


2-AI 

JWH-122 [5-fluoropentyl]* 

Butylone* 

2009 

2013 


5-APDB 

JWH-122 N[4-pentenyl]* 

Ethylone* 

DOB 

4-HO-M1PT 


Etaqualone 

JWH-200* 

a-PVP* 

DOC 

5-MeO-Tryptamine 


Ethylphenidate* 

RCS-4 

Pentylone* 

4-FMP* ou 4-FA* 

2014 


2013 

UR-144 

Pentedrone* 

PMMA* 

4-ACO-DIPT 


2-DPMP 

UR- 144 (-2H) 

2012 

1-Phenetylamine (1-PEA) 

4-HO-DET 


5-MAPB 

5F-UR-144 (XLR-11)* 

bk-MDDMA* 

2010 

4-HO-MET 


Flubromazepam 

Methanandamide 

MOPPP* 

2C-D 



Phenibut 

2013 

Isoethcathinone* 

2C-E 



x-APDB 

5F-AB-PINACA 

N-ethylbuphedrone* 

4-FMA 



x-MAPB 

5F-PB22 

2013 

4-MA * 



x-EAPB 

AB-FUBINACA 

MDPPP* 

Ethylamphetamine* 



N-ethylnorketamine 

AB-PINACA 

MPHP* 

2011 



2-Meo Ketamine 

AKB-48 

a-PBP* 

3,4 DMMA 



Methoxyphenidine 

AKB-48F 

a-PVT* 

2012 



2014 

APICA 

2014 

251-NBOMe 



4,4'-DMAR 

JWH-203 

4F-Pentedrone 

2C-P 



5-IAI 

JWH-307 

3-MMC* 

2013 



LSZ 

PB-22 

4-EMC 

25B-NBOMe 



Mephtetramine 

Quchic 

MBDB* 

25C-NBOMe 



Diclazepam 

RH-34 

2-FMC* 

25H-NBOMe 



Etizolam 

STS-135 

3-CMC* 

2C-C 



N-methyl-2AI 

2014 

3-MeOMC* 

bk-2C-B 



Methylnaphthidate (HDMP-28) 

JWH-018 indazole analogue 

4-EEC* 

Escaline 



Pramiracetam 

AM-2201 indazole 

4-MeO-a-PEP* 

Proscaline 



2-Meo-Diphenidine 

AM-2232 

4-methyl-N,N-diethylcathinone 

DMA-NBTOMe 



3-MeO-PCP 

JWH-018 adamantyl carboxamide / 

4-methyl-N-ethylnorpentedrone 

2014 



D2PM 

JWH-018 quinoiinecarboxylate 
analogue (PB-22) 

Brephedrone (4-BMC)* 

bk-MPA 



Diphenidine 

AM-1220 

F-a-PVP 

Allylescaline 



2015 

5-CI-UR-144 

a-PEP (PV8)* 

25D-NBOMe 



2-MAPB 

5F-AMB 

2015 

2C-B-FLY 



3F-Phenmetrazine 

AB-CHMINACA 

2-MMC* 

2-FMA 




FUB-PB-22 

Dipentylone* 

2-Phenethylamine 




SDB-006 

MPPP* 

3C-E 




THJ-2201 

MDPBP* 

N-methyl-bk-MMDA 




2015 

nor-Mephedrone (4-MC)* 

4-chloroamphetamine 





CUMYL-THPINACA 

AM-6527 

1- (5-fluoropentyl)-3-(pyrrolidine-l- 
carbonyl)-l-H-indole 

2- [[l-(5-fl uoropentyl)-5-(4- 
fluorophenyl)-lH-pyrazol-3-yl] 
formamido]-3-methylbutanamide 

FUB-JWH 018 
MDMB-CHMICA 
NM-2201 
THJ-018 


| Source SINTES, 2015 [2]T 
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Figure 5 - Exemple de sachet 
de 0,5 g de cathinone de synthese. 



Source OEDT. 


Figure 6 - Structure moleculaire 
de la methcathinone ou mephedrone 


EQ Les phenethylamines 
de synthese 


Troisieme categorie par ordre de fre- 
quence parmi les NPS, apres les cannabi- 
noides de synthese et les cathinones syn- 
thetiques, elles presentent des proprietes 
stimulantes comme les amphetamines. 
Des modifications de leur structure sont 
a I’origine des proprietes hallucinogenes. 
II existe plus de 60 derives identifies, 
principalement hallucinogenes: 

- 27 composes 2C, synthetises par 
Alexander Shulgin, 

- 33 composes NBOMe, derives tres 
hallucinogenes, actifs a la dose de 50 
microgrammes, hautement toxiques en 
cas de legere inhalation ou en cas de 
contact avec la muqueuse oculaire ou 
buccale. Ces composes sont impre- 
gnes sur des carres de papier buvard 
a I’image de ce qui se fait pour le LSD. 

- des composes DOX egalement 
hallucinogenes. 



khat vegetal. On trouve generalement ces produits tres 
purs, sous forme de poudre blanche ou brune (figure 5). 
Les derives obtenus par synthese sont souvent appeles 
« derives haute couture ». La premiere cathinone de 
synthese apparue sur le marche est la methcathinone 
ou methylcathinone qui est la beta-ceto-amphetamine 
(figure 6). A partir de cette methcathinone ou ephedrone, 
une cinquantaine de derives ont ete synthetises. Ms sont 
obtenus par des modifications portant soit sur le noyau 
aromatique (mephedrone, methedrone, methylone), soit 
sur le groupement alkyle, soit sur le groupement amine 
(amfepramone), soit sur les trois (methylenedioxypyro- 
valerone ou MDPV). L’annee 2014 a ete marquee par 
I’apparition sur le marche de 31 cathinones de synthese, 
leur nombre ayant depasse pour la premiere fois celui 
des cannabinoides de synthese (30). Fin 2014, ce sont 
77 cathinones de synthese qui ont ete identifies par 
I’EWS [24]. La figure 7 donne les formules de quelques 
cathinones de synthese. 


Conclusion 

L’apparition sur le marche chaque annee 
d’un nombre croissant de nouvelles dro- 
gues de plus en plus actives avec pour 
corollaire sa cohorte d’intoxications pou- 
vant menacer le pronostic vital, est extre- 
mement preoccupante. Leur mode de 
distribution avec le developpement du 
marche Internet et plus recemment avec 
des transactions qui peuvent etre totale- 
ment anonymes, pose un reel probleme 
de Sante Publique. 

Dans un communique de presse en date 
du 17 septembre 2013, la Commission 
europeenne a decide d’engager une 
action decisive contre ces nouvelles drogues: 

«La Commission europeenne a presente aujourd’hui 
une proposition visant a renforcer la capacite d’action 
de VUE contre les “euphorisants legaux” ces nouvelles 
substances psychoactives utilisees comme substituts 
aux drogues illicites telles que la cocaine ou V ecstasy : 
En vertu des regies proposees aujourd’hui, les subs- 
tances psychoactives nocives seront rapidement reti- 
rees du marche, sans que leurs differentes utilisations 
industrielles et commerciales legitimes en patissent. 
Cette proposition fait suite aux avertissements lances 
par I’Observatoire europeen des drogues et des toxico- 
manies et par Europol sur I’ampleur du probleme, ainsi 
qu’a un rapport de 2011 qui concluait a la necessity 
de renforcer le dispositif europeen de lutte contre ces 
nouvelles substances » 

Conflits d’interets: les auteurs declarent ne pas avoir de liens 
d’interets avec le contenu de cet article 
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Figure 7 - Structure generate des cathinones de synthese et quelques cathinones. 



R 4 


R 1 

R 2 

R 3 

R 4 

R 5 
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H 

H 

H 

H 

H 

Cathinone 

Methyle 

H 

H 

H 

H 

Methcathinone (ephedrone) 

Methyle 

Methyle 

H 

H 

H 

N,N-Dimethylcathinone (metamfepramone) 

Ethyle 

H 

H 

H 

H 

N-Ethylcathinone (EC) 

Methyle 

H 

H 

Methyle 

H 

Buphedrone 

Ethyle 

H 

4-Methyle 

H 

H 

4-Methyl-N-ethylcathinone 

Methyle 

H 

4-Methyle 

H 

H 

Mephedrone (4-MMC; M-CAT) 

Ethyle 

Ethyle 

H 

H 

H 

Amfepramone 

t-Butyle 

H 

3-CI 

H 

H 

Bupropion 

Methyle 

H 

3,4-Methylenedioxy 

H 

H 

Methylone (pk-MDMA) 

Ethyle 

H 

3,4-Methylenedioxy 

H 

H 

Ethylone ((3k-MDEA) 

Methyle 

H 

4-Methyle 

Methyle 

H 

Butylone (|3k-MBDB) 

Methyle 

H 

4-Methoxy 

H 

H 

Methedrone (|3k-PMMA) 

Methyle 

H 

4-F 

H 

H 

Flephedrone (4-FMC) 

Methyle 

H 

3-F 

H 

H 

3-Fluoromethcathinone (3-FMC) 

{pyrrolidino} 

H 

H 

H 

a-Pyrrolidinopropiophenone (PPP) 

{pyrrolidino} 

4-Methyle 

H 

H 

4-Methyl-a-pyrrolidinopropiophenone (MPPP) 

{pyrrolidino} 

4-MeO 

H 

H 

4-methoxy-a-pyrrolidinopropiophenone (MOPPP) 

{pyrrolidino} 

4-Methyle 

Propyle 

H 

4-Methyl-a-pyrrolidino-hexanophenone (MPHP) 

{pyrrolidino} 

4-Methyle 

Ethyle 

H 

Pyrovalerone 

{pyrrolidino} 

4-Methyle 

Methyle 

H 

4-Methyl-a-pyrrolidino-butyrophenone (MPBP) 

{pyrrolidino} 

4-Methyle 

H 

Methyle 

4-Methyl-a-pyrrolidino-a-methylpropiophenone 

{pyrrolidino} 

3,4-Methylenedioxy 

H 

H 

3,4-Methylenedioxy-a-pyrrolidinopropiophenone 

(MDPPP) 

{pyrrolidino} 

3,4-Methylenedioxy 

Ethyle 

H 

3,4-Methylenedioxypyrovalerone (MDPV) 


Source OEDT. 
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Cannabis: les nouveaux defis du biologiste 

Jean-Michel Gaulier 3 


Resume 


Le cannabis est aujourd’hui un produit de grande consommation, spe- 
cialement en France. En consequence, le biologiste se trouve confronts a 
des demandes croissantes concernant le depistage et le suivi du sevrage 
des consommateurs. De plus, de nouvelles questions de sante publique 
emergent, telles que celle concernant I’exposition des enfants des parents 
consommateurs. Ce manuscrit propose d’evoquer les outils analytiques 
a meme de repondre a ces questions, et d’evoquer les ecueils de (’inter- 
pretation des resultats. 

Cannabis - exposition - prelevement capillaire - sevrage - enfant. 


EB Cas clinique 


Summary 

Cannabis: new challenges for biologist 

Today, cannabis derivatives are products of general 
consumption, especially in France. Consequently, bio- 
logists are facing with an increase of requests about 
screening test for cannabis, and monitoring the with- 
drawal process of consumers. In addition, new ques- 
tions related to public health are arising (i.e. regular 
exposure of children of parents who consume cannabis). 
The aim of this manuscript is to set out the available 
analytical tools, and the pitfalls of the interpretation. 

Cannabis - exposure - capillary sampling - 
withdrawal - children. 


Amanda est une fillette de 2 ans qui est gardee au domi- 
cile parental par sa grand-mere. En cette fin de matinee, 
Amanda est brutalement somnolente et titube. Sa grand- 
mere I’amene aux urgences. Le bilan toxicologique urinaire 
(depistage immunochimique) revele la presence de can- 
nabino'fdes dans I’urine de I’enfant. Ce test de depistage 
presente tres peu de faux positifs (moins de 0,5 %) qui 
sont generalement dus a la presence d’AINS (acide niflu- 
mique, notamment) [1]. 

Dans le contexte, une confirmation de ce resultat positif 
est mise en oeuvre, dans le sang et I’urine, a I’aide d’une 
methode de chromatographie en phase gazeuse avec 
detection par spectrometrie de masse (CG-SM). Ces ana- 
lyses confirment la presence d’acide nor 11 A 9 - tetrahy- 
drocannabinol-9 carboxylique (THC-COOH), principal 
metabolite du A 9 - tetrahydrocannabinol (THC), principal 
cannabinoide actif du chanvre indien, dans I’urine (554 pg/L) 
et dans le serum (135 pg/L). L’hypothese d’une exposition 
passive est ecartee. Effectivement, le THC est peu pre- 
sent dans la fumee des joints (car notamment largement 
detruit par la combustion) et si I’exposition passive existe, 
elle est limitee. Les donnees de la litterature indiquent 
effectivement qu’elle peut au plus et dans des conditions 
d’exposition importante, donner lieu a des concentrations 
urinaires maximales de THC-COOH de I’ordre de 10 a 
15 ug/L [2]. 
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Dans les heures qui suivront, la grand-mere va admettre 
que les parents d’Amanda sont consommateurs de chanvre 
indien, et que la fillette a probablement pu grignoter les 
« barrettes de shit » qui trainaient sur la table de la cuisine 
familiale... 

Le chanvre indien (cannabis) est aujourd’hui un produit 
de grande consommation, et la situation precedente qu’il 
est possible de qualifier « d’exposition accidentelle aigue 
d’origine domestique» d’un enfant n’est plus rare [3]. Le 
cannabis est effectivement la substance illicite la plus 
consommee en Europe et en France, notamment chez 
les adolescents et les jeunes adultes [4], et les risques 
lies a son usage sont clairement fonction du mode et de 
la frequence de consommation [5]. 

3 Generalites - Rappels 

Le chanvre (Cannabis sativa L.) est une plante herbacee 
annuelle, de la famille des Cannabacees. Un consen- 
sus est aujourd’hui majoritairement admis sur I’existence 
d’une espece unique possedant de nombreuses varietes. 
Cette espece initialement dioique, possede des feuilles 
caracteristiques, decoupees en 5 a 7 segments lanceoles, 
denteles et disposes en eventail. Elies portent des poils 
secreteurs d’une resine riche, notamment, en THC, principe 
actif psychotrope dont la teneur permet de determiner la 
variete de chanvre. En France et en Europe, la limite legale 
de THC pour un chanvre textile est de 0,2 % rapporte a 
la matiere seche. 

La chimie du chanvre est tres complexe, avec plus de 
500 composes naturels identifies, parmi lesquels il existe 
une classe tout a fait specifique au genre Cannabis : les 
cannabinoides. Ce sont des terpenophenols derives du 
benzopyranne dont le squelette comprend 21 atomes de 
carbone. II existe a ce jour une centaine de cannabinoides 
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Figure 1 - Principaux cannabinoTdes et metabolites. 



(THC) 



(CBN) 


COOH 



(THC-COOH) 



Acide A 9 -tetrahydrocannabinolique A 
(THC A- A) 



(1 lOH-THC) 


identifies, appartenant a une dizaine de types differents 
suivant leur structure. Les principaux representants de cette 
classe sont le THC, le cannabidiol (CBD), le cannabinol 
(CBN), et I’acide A 9 -tetrahydrocannabinolique A (THCA-A) 
(figure 1). Le THC est done le « principe actif » du chanvre, 
«le psychodysleptique majeur». Le CBD est le canna- 
binol'de le plus abondant dans la plante, precurseur 
chimique des autres cannabinoTdes. II presente des 
proprietes anti-inflammatoires et sedatives. Le CBN est 
le produit ultime de degradation des cannabinoTdes 
dans la plante. II serait pourvu de proprietes anti-inflam- 
matoires. Enfin, le THCA-A est un precurseur inactif du 
THC, present en quantite superieure a celui-ci dans la 
plante fraTche. II est partiellement converti en THC par 
decarboxylation sous I’effet de la chaleur, par exemple 
lors de la combustion d’un joint. La decarboxylation etant 
incomplete, ce cannabino'i'de est retrouve dans le serum 
et les urines des consommateurs de cannabis mais en 
concentrations faibles comparees a celles du THC et du 


THC-COOH, et principalement lorsque la consommation 
est tres recente. 

Ces cannabinoTdes sont principalement retrouves dans la 
resine des sommites fleuries et leur concentration varie 
en fonction de facteurs genetiques et environnementaux. 
Le cannabis est consomme sous 3 formes: 

- I’herbe, constitute principalement par les feuilles et 
sommites fleuries, sechees (et souvent pulverisees). En 
France, la teneur moyenne en THC de I’herbe semble en 
augmentation: en 2013, elle est de 13 % [4]. 

- La resine qui peut etre recoltee simplement en frottant 
les sommites des plantes femelles entre les mains, mais 
tres generalement produite par compression (« barrette 
de shit ») : additionnee de poudre provenant des plants 
seches et/ou de paraffine et/ou de cirage et/ou de pol- 
len et/ou de henne et/ou de colle et/ou d’autres ingre- 
dients..., cette resine est pressee en petits blocs durs, 
batonnets ou plaquettes de couleur brun noir a vert jaune 
selon les regions de production. C’est la presentation 
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la plus commune du cannabis compte tenu de la faci- 
lity de manipulation (et done de trafic) de cette forme. 
La teneur en THC est tres variable selon I’origine de la 
resine et son mode de preparation. En France, les sai- 
sies de resine revelent une teneur moyenne de I’ordre 
17,4 % [4]. 

- L’huile, forme mi-liquide/mi-solide pouvant etre obte- 
nue, par exemple, a partir de la maceration des parties 
resineuses de la plante dans un solvant organique comme 
de I’alcool ethylique a 95°, suivie d’une concentration 
du filtrat par chauffage. Sa teneur en THC est variable, 
et peut etre superieure a 50 %. 

A la suite d’une inhalation, I’absorption pulmonaire du 
THC est rapide. Ainsi, sa detection plasmatique est qua- 
siment « immediate » apres la premiere bouffee. Le pic 
plasmatique est atteint sept a dix minutes plus tard. La 
biodisponibilite par voie inhalee varie de 2 a 56 % avec 
une forte variability intra- et inter-individuelle fonction 
notamment de la frequence de consommation [6]. Par 
inhalation, il existe egalement une perte importante de 
THC, d’une part par pyrolyse lors de la combustion, et 
d’autre part moindre dans la fumee dite «secondaire» 
qui n’est pas inhalee [7]. 

En cas d’ingestion, le THC est facilement resorbe du 
fait de sa lipophilie, mais celle-ci est plus lente que 
I’absorption pulmonaire. De plus, les pics plasmatiques 
(Tmax de I’ordre de 3 heures) sont plus faibles car le 
THC semble subir une degradation dans I’estomac et 
un effet de premier passage hepatique important. 
Au total, la biodisponibilite du THC par voie orale varie 
de 4 a 20 % [8]. 

Dans le plasma, 95 a 99 % du THC sont lies aux pro- 
teines plasmatiques, principalement a des lipoproteines. 
Le THC est une molecule extremement lipophile. II va 
rapidement atteindre les tissus hautement vascularises 
comme le cerveau, les poumons et le foie. Cette forte 
fixation tissulaire, associee au metabolisme hepatique, 
entraine une diminution rapide des concentrations plas- 
matiques de THC apres arret de I’administration. Le tissu 
cerebral, riche en lipides et siege de I’activite psychotrope 
du THC, est un lieu privilegie de stockage de celui-ci. Le 
tissu adipeux accumule le THC plus lentement, du fait 
d’une vascularisation moins importante, mais constitue 
done egalement un territoire de stockage. 

Le volume de distribution (Vd) du THC a I’etat d’equilibre 
est estime a environ 10 L/kg, ce qui illustre son impor- 
tante fixation tissulaire et justifie que les concentrations 
sanguines ne refletent pas I’impregnation tissulaire en 
THC [7]. 

Chez la femme enceinte, le THC franchit la barriere feeto- 
placentaire (le THC est egalement retrouve dans le lait 
maternel) et les concentrations plasmatiques du foetus et 
de la mere sont similaires, meme s’il existe probablement 
une variability importante [9]. II est possible de mettre en 
evidence du THC-COOH chez le nouveau-ne de mere 
consommatrice, notamment dans le meconium [8]. 

Le metabolisme du THC, et des cannabinoides en general, 
est complexe. II existe environ une centaine de metabolites 
pour le seul THC [1 0]. La principale voie de metabolisation du 
THC consiste, en premier lieu, en une hydroxylation micro- 
somiale, preferentiellement sur la position 1 1 , conduisant 


au 11 -hydroxy- A 9 -tetrahydrocannabinol (110H-THC) 
metabolite au moins aussi actif que le THC lui-meme [11]. 
Ce metabolisme fait intervenir les CYP2C9 et 3A4 [1 2,13]. 
Le 1 10H-THC est lui-meme rapidement oxyde en THC- 
COOH inactif. Cette reaction s’effectue probablement 
en deux etapes avec pour intermediate un derive alde- 
hydique, par action successive d’une alcool deshydro- 
genase, puis d’une aldehyde deshydrogenase [8,14]. 
Quand le THC est inhale, la concentration plasmatique de 
1 1 0H-THC demeure toujours inferieure a celle du THC. 
L’inverse est constate en cas d’ingestion car la majority 
du THC est rapidement hydroxylee en 110H-THC par 
les enzymes microsomales de la muqueuse intestinale. 
Dans les deux cas, le THC-COOH devient rapidement 
le compose plasmatique majoritairement retrouve dans 
le sang et I’urine [7]. 

Le metabolisme de phase II du THC-COOH implique prin- 
cipalement une conjugaison avec I’acide aD-glucuronique 
par les UDP-glucuronosyltransferases (UGT) 1A1 et 
1 A3 [15,16]. Ce conjugue (THC-COO-glucuronide), plus 
hydrophile que le THC-COOH, est le metabolite urinaire 
majoritaire du THC. 

L’elimination est lente, essentiellement due a la libe- 
ration progressive du THC et de ses metabolites dans 
le sang a partir des territoires de stockage comme le 
tissu adipeux [6]. L’elimination est principalement biliaire 
(65-80 %) et secondairement urinaire (20-35 %) sous 
forme de metabolites acides [8,17]. 

3 Mise en evidence 

d’une consommation de cannabis 


Les analyses sanguines (recherche et/ou dosage) concer- 
nant les cannabinoides et leurs metabolites reposent sur 
I’utilisation de methodes chromatographiques : CG-SM 
apres derivation, ou, plus frequemment actuellement, 
chromatographie en phase liquide avec detection par 
spectrometrie de masse en tandem (CL-SM/SM). 

Dans le sang, les concentrations de THC demeurent detec- 
tables generalement 6 a 12 heures apres I’inhalation d’une 
dose moyenne (d’avantage parce que le produit diffuse 
bien et s’accumule, plutot que parce qu’il a ete elimine) 
chez un consommateur occasionnel (une consommation/ 
semaine), et au minimum 24 a 48 heures plus tard chez 
un consommateur regulier (10 consommations au cours 
des 30 derniers jours). 

Le THC-COOH est encore detectable dans le sang de 
24 a 48 heures dans le cas d’un consommateur occa- 
sionnel, et au-dela de 48 heures chez un consommateur 
regulier. Ainsi, du THC et du THC-COOH peuvent etre 
presents dans le sang a des concentrations significatives 
plus de 7 jours apres un sevrage [18]. 

Le IIOH-THC presente des concentrations sanguines 
qui suivent grossierement les cinetiques les plus courtes 
(6 heures ou 24 heures) que celles du THC, avec les 
caracteristiques precedemment evoquees: si le canna- 
bis a ete fume, les concentrations sanguines de IIOH- 
THC restent inferieures a celles de THC; si le cannabis 
a ete ingere, les concentrations sanguines de IIOH- 
THC sont generalement superieures a celles de THC. 
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Par contre, il semblerait que le 110H-THC puisse etre 
present plusieurs jours dans le sang d’un consomma- 
teur regulier. 

Dans Purine, les methodes immunochimiques de depis- 
tage de la prise de cannabis reposent generalement sur 
I’utilisation d’un anticorps anti-THC-COOH avec un cut-off 
de positivite de 50 pg/L. Les methodes de confirmation 
(recherche et dosage) sont les methodes chromato- 
graphiques applicables dans le sang. 

Dans I’urine, le compose majoritaire est le THC- 
COOH, principalement sous forme glucuronoconjugue. 
Le 110H-THC est egalement present dans I’urine sous 
forme glycuroconjuguee (environ 2 % de la dose). Le THC 
est present a I’etat de traces, et difficilement detectable ou 
seulement dans les toutes premieres heures qui suivent la 
prise. Apres la prise d’une dose unique de THC, le depistage 
urinaire est en general positif des la 2 e heure, et va le demeu- 
rer generalement pendant 5 a 7 jours, mais parfois jusqu’a 
12 jours [6,7]. Dans le cas de consommations repetees de 
cannabis, la duree de detection du THC-COOH urinaire 
(apres arret de la consommation) augmente d’autant que 
cette consommation chronique etait importante et prolon- 
gee, et peut aller jusqu’a plus de 2 mois [1 9]. Enfin, comme 
indique precedemment, I’exposition passive peut, au plus et 
dans des conditions d’exposition importante, donner lieu a 
des concentrations urinaires maximales de THC-COOH de 
I’ordre de 1 0 a 1 5 pg/L, qui en theorie, ne peuvent pas done 
positiver un test immunochimique de depistage urinaire [2]. 
A la suite de prises repetees de chanvre indien, le THC 
et ses metabolites (en particulier, le THC-COOH), sont 
detectables dans les cheveux. En effet, ces substances 
sont transferees du sang vers le bulbe pileux, puis la racine 
pilaire, et s’incorporent ainsi dans la partie aerienne du 
cheveu, e’est-a-dire la tige pilaire. Le delai entre la prise 
de chanvre indien et I’apparition des cannabinoides et 
de leurs metabolites dans la tige pilaire est en general 
superieur a 72 heures. Le THC est la substance norma- 
lement retrouvee aux concentrations les plus elevees: de 
0,1 a une dizaine de ng/mg de cheveux. Mais il est ega- 
lement habituellement retrouve d’autres cannabinoides: 
le cannabinol (CBN) et le cannabidiol (CBD) de 0,1 a quelques 
ng/mg de cheveux. 

Les metabolites du THC sont retrouves a des concentra- 
tions capillaires plus faibles :0,01a 0,20 ng/mg de cheveux 
pour le 1 1 0H-THC, et 0,05 a 1 0 pg/mg de cheveux pour 
le THC-COOH. La relation dose de cannabis consommee/ 
concentrations capillaires de THC ou de ses metabolites, 
est sujette a de grandes variabilites interindividuelles. 
Par consequent, il est toujours difficile d’interpreter ces 
concentrations dans les cheveux. 

II existe deux approches analytiques pour realiser ces 
d’investigations capillaires: (i) rechercher et/doser le THC, 
le Cannabinol (CBN) et le Cannabidiol (CBD) par CG-SM, 
(ii) rechercher et/ou doser le THC-COOH par chromato- 
graphie gazeuse avec detection par spectrometrie de 
masse en tandem (CG-SM/SM). Mais depuis peu, une 
methode d’analyse simultanee du THC, du THC-COOH, 
du CBD et du CBN, sans etape de derivation, par chro- 
matographie liquide avec detection par spectrometrie de 
masse en tandem (CL-SM/SM) est disponible, et permet 
de combiner ces 2 approches [20]. 


En ce qui concerne le THC, lorsque sa concentration 
dans les cheveux, ainsi que celles de CBD et de CBN, 
sont peu importantes, il existe une possibility pour que 
la presence de ces cannabinoides dans ces phaneres 
soit due a une contamination externe (fumee de joints, 
ou transfert manuporte de la chevelure par une tierce 
personne ayant prealablement manipule du cannabis,...) 
et ceci, y compris lorsque les cheveux sont decontami- 
nes apres prelevement et avant analyse. Pour pallier ce 
risque de faux positif, trois societes savantes, la SFTA 
(Societe Frangaise de Toxicologie Analytique), la GTFCh 
(Society Allemande de Toxicologie Analytique) et la SoHT 
( Society of Hair Testing) ont defini la valeur de 0,1 ng/mg 
de cheveux comme etant la concentration seuil de THC 
au-dela de laquelle un resultat doit etre considere comme 
positif. En fait, e’est la presence capillaire de THC-COOH 
qui constitue la preuve d’une consommation active de 
cannabis [21-23] (voir infra). Par ailleurs, et meme si la 
relation dose/concentrations reste discutable, il a ete 
propose les bases d’interpretation suivantes chez les 
consommateurs [24] : chez les fumeurs occasionnels (un 
joint par semaine), les concentrations de THC dans les 
cheveux seraient generalement inferieures a 0,3 ng/mg, 
chez les fumeurs modems (plus d’un joint par semaine 
a un joint par jour) les concentrations de THC dans les 
cheveux pourraient etre de I’ordre de 0,3 a 1 ng/mg, une 
concentration capillaire de THC superieure a 1 ng/mg 
suggererait une consommation importante (plusieurs 
joints par jour). 

Enfin, chez de tres gros consommateurs de chanvre indien, 
un relargage de THC stocke dans I’organisme pourrait 
etre parfois responsable de la contamination des che- 
veux par ce principe actif, alors meme que la personne 
ne consomme plus cette drogue [25]. 

En ce qui concerne le THC-COOH, sa presence de ce 
metabolite dans les cheveux (a une concentration gene- 
ralement superieure a 0,2 pg/mg) est done la conse- 
quence d’une consommation effective de chanvre indien 
[23]. Par consequent la presence de THC-COOH dans 
les cheveux constitue le seul moyen de differencier une 
contamination externe d’une prise veritable. Ce mar- 
queur ne permet pas cependant de s’affranchir de tous 
les problemes puisque si la prise de chanvre indien est 
tres faible ou tres irreguliere, les concentrations de THC- 
COOH dans les cheveux sont alors tres faibles, au point 
d’etre parfois indetectables [26,27], y compris avec des 
methodes tres performantes. Au total, dans le cas d’une 
recherche de THC-COOH, il ne semble pas exister de 
risque de faux positifs, mais il existe un faible risque de 
faux negatifs pouvant correspondre soit a la prise d’une 
dose tres faible de chanvre indien, soit a un usage qui 
n’est pas regulier [28]. 

Le depistage salivaire est possible (plusieurs tests unitaires 
immunochimiques, de seuils de positivite variables, sont 
disponibles sur le marche), mais en raison de nombreuses 
limitations, leur usage est reserve au « depistage de masse ». 
Les donnees essentielles dans la salive sont les suivantes 
[29-31]: le THC qui est decele dans la salive corres- 
pond a celui qui est sequestre au niveau buccal (den- 
taire, . . .) lorsque I’utilisateur consomme du chanvre indien 
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par voie inhalee: a titre indicatif , des concentrations 
superieures a 1 000 pg/L peuvent etre decelees dans 
les 10 a 15 min qui suivent I’inhalation. La concentration 
du THC dans la salive decroit rapidement, au point d’etre 
inferieure a 10 pg/L environ 2 heures apres avoir fume. 
Ces concentrations de THC dans la salive ne sont que 
temporellement correlees aux concentrations sanguines, 
et une variability trop importante ne permet pas de predire 
une concentration sanguine a partir d’une concentration 
salivaire [32]. 

Du THC peut etre present dans la salive a des concen- 
trations significatives a la suite d’une exposition pas- 
sive [33,34]. Le THC, et le THC-COOH passent du sang 
vers la salive, mais a des concentrations tres faibles: 
generalement inferieures a 0,5 pg/L en ce qui concerne 
le THC-COOH [35-36]. Chez des consommateurs regu- 
lars, le THC-COOH peut perdurer dans la salive plus 
de 48 heures, mais a des concentrations generalement 
inferieures a 0,1 pg/L [37]. 

El Suivi de sevrage 

Devaluation du suivi d’un sevrage cannabis demeure 
problematique et « debattue ». Comme evoque precedem- 
ment, lors d’un sevrage, I’organisme du consommateur 
va done se « detoxifier ». Son organisme va done eliminer 
des cannabinoides et metabolites a des concentrations 
« relativement faibles, mais significatives ». 

Le THC et ses metabolites peuvent demeurer presents 
dans le sang plus de 7 jours apres un sevrage [19,38]. 
Ainsi et par exemple, a la suite d’un arret avere, il est 
possible de retrouver a J4, J5 et J7 respectivement 
les concentrations sanguines (en pg/L) suivantes: 
THC (1,7; 2,4 et 1,1), IIOH-THC (1,1 ; 1,4 et 0,7), 
THC-COOH (131 ; 47 et 23) [39]. 

Dans les urines, les concentrations de cannabinoides 
et metabolites demeurent importantes, et suffisantes 
pour positiver les tests immunochimiques de depistage, 
pendant plusieurs semaines [8,40-42]. Du THC et du 
IIOH-THC peuvent etre deceles egalement pendant 
plusieurs jours, jusqu’a 24 jours [42]. 

Dans les cheveux, il semblerait qu’un relargage de THC 
puisse etre observe [25]. 

II existe tres peu de publications traitant du sujet de 
ce suivi, et done de la possibility de la detection d’une 
nouvelle consommation. 

Certains auteurs suggerent une nouvelle consommation 
lorsque les concentrations urinaires de THC-COOH sont 
superieures a 20 ou 50 pg/L [43-45]. 

Une etude assez ancienne propose d’utiliser le moyen 
suivant : mesure urinaire du THC-COOH par immunochi- 
mie, rapport des concentrations urinaires de THC-COOH 
a la creatinine urinaire, ratio de ces rapports d’une urine 
par rapport a la suivante (delai > 24 h). Un ratio superieur 
a 1,5 serait alors signe d’une nouvelle consommation 
(0,1 % de faux positifs et 24 % de faux negatifs) [46]. 
Une serie d’etudes de la NIDA propose des « outils » 
similaires, mais en tenant compte des delais separant 
les 2recueils d’urine, sur les bases suivantes [47,48]: 
mesure urinaire des concentrations (formes non conju- 
guees + conjuguees) de THC-COOH par CG-SM 


(6 sujets/ 955 urines/ cut-off de THC-COOH de 6 ou 15 pg/L), 
rapport des concentrations urinaires de THC-COOH 
a la creatinine urinaire, ratio de ces rapports (24322 ratios 
calcules, d’une urine par rapport a la suivante, en fonction 
des delais. Les auteurs proposent comme seuil de deci- 
sion, soit le ratio maximum observe lors de leur etude, 
soit le seuil a 95 % de leurs observations. 

Une etude plus recente de la meme equipe [49] pro- 
pose la meme approche, mais avec une modelisation : 
modele mono-exponentiel avec 2 parametres (rapport de 
la concentration urinaire en THC-COOH a la creatinine 
urinaire de la premiere urine; delais entre les 2preleve- 
ments urinaires) base sur I’algorithme de Marquardt- 
Levenberg: mesure urinaire des concentrations (formes 
non conjuguees + conjuguees) de THC-COOH par CG-SM 
(48 sujets - 2 377 urines pour la modelisation /68 sujets 
- 1 100 urines pour la validation du modele / cut-off de 
THC-COOH de 2,5 pg/L) sur 30 jours, rapport des concen- 
trations urinaires de THC-COOH a la creatinine urinaire. 
Leur modele permet de fixer un ratio au-dela duquel 
une nouvelle consommation est suggeree. Toutefois, ils 
proposent des « regies » additionnelles d’utilisation afin 
de limiter les faux positifs... 

Autrement dit, a ce jour, aucune methode basee sur des 
analyses urinaires ne presente des arguments franchement 
convaincants pour utilisation robuste et fiable en routine. 
L’utilisation d’analyse capillaire (en particulier le dosage 
capillaire du THC-COOH) pourrait constituer une approche 
interessante dans le suivi de sevrage. En cas de sevrage, 
les cannabinoides et leurs metabolites doivent logique- 
ment devenir indetectables dans les cheveux. C’est 
la, d’ailleurs, une application actuelle des analyses 
capillaires dans le cadre de la procedure de restitution 
du permis de conduire [50]. Neanmoins, des etudes 
pilotes prospectives complementaires et prealables 
a I’utilisation de ce moyen diagnostic en routine sont 
necessaires. 

3 Exposition des jeunes enfants 
de parents consommateurs 

La forte proportion de consommateurs reguliers de can- 
nabis dans la tranche des 18-34 ans pose le probleme 
de I’exposition de I’entourage proche de ces derniers, 
et notamment de leurs enfants. En effet, d’une part 
ceux-ci subissent une exposition environnementale 
chronique (fumees toxiques, transfert manuporte...), 
et d’autre part, ils encourent des risques d’exposition 
chronique par ingestion directe des residus de produits 
cannabiques (resine, « space cakes » ...) [3]. 

En pratique, 3 situations dont les consequences sani- 
taires/cliniques different (mais restent a definir) sont a 
distinguer, suivant le degre de I’exposition chronique 
des enfants: une exposition environnementale faible, 
une exposition environnementale forte, une exposition 
environnementale forte avec absorption significative par 
I’organisme de I’enfant. 

Compte tenu du peu de donnees dans la litterature dans 
ce domaine, la recherche de cannabinoides dans les 
cheveux de ces enfants exposes apparait comme un 


Revue Francophone des Laboratoires - Fevrier 2016 - n°479// 47 



Dossier scientifique 


moyen potentiellement interessant de distinguer ces trois 
situations. Les substances a rechercher dans ce contexte 
sont le THC, le THC-COOH, le CBN et le CBD; comme 
vu precedemment, la preuve d’une consommation active 
de cannabis chez I’adulte etant basee sur la detection 
capillaire du THC-COOH, temoin d’une absorption signi- 
ficative du THC par I’organisme. [20]. 

La transposition de (’interpretation de ces resultats, de 
I’adulte, consommateur ou non, a I’enfant expose est 
delicate car plusieurs difficultes supplementaires sont a 
prendre en compte dans cette population pediatrique: 

- le risque de sous-estimation de I’exposition d’une 
part en raison de I’immaturite enzymatique, notamment 
de celle des cytochromes du complexe P450 impli- 
ques dans la conversion du THC en THC-COOH dans 
les premiers mois de la vie (risque de faux negatifs). 
L’ontogenese de ces enzymes, qui consiste a decrire leur 
maturation progressive au cours de la vie d’un individu, a 
ete etudiee et sous-tend I’idee qu’il existe une variability 
pharmacocinetique en fonction de I’age de I’individu [51]. 
Ainsi et d’une fagon generale, les enzymes de phase I et 
de phase II sont moins actives chez le foetus et le nou- 
veau-ne que chez I’adulte. Le CYP 2C9 fait partie des 
CYP d’expression neonatale, dont I’activite augmente 
apres la naissance pour atteindre progressivement les 
niveaux de I’adulte : le niveau d’activite des enzymes de 
la famille CYP2C est quasiment nul a la naissance pour 
atteindre environ 30 % de celle de I’adulte a I’age d’un an. 

- Le risque de surestimation de I’exposition d’autre part : 

(i) par I’exposition in utero qui semble pouvoir etre a 
I’origine de la presence de THC-COOH dans les cheveux, 
independamment de toute exposition apres la naissance 
(faux positifs) [52]. De surcroit, cette exposition in utero 
est assujettie a une variability [9]. 

(ii) L’immaturite enzymatique peut egalement etre en 
cause, dont celle des UGT (UDP-glucuronyltransferase) 
car une moindre glucuronoconjugaison du THC-COOH 
pourrait etre a I’origine de son passage facility dans les 
cheveux (augmentation des concentrations capillaires 
de THC-COOH par rapport a I’adulte, a doses de THC 
egales). 

(iii) Les cheveux de I’enfant sont plus fins et plus poreux 
que ceux de I’adulte [52] ce qui souleve la possibility 
d’une contamination externe facilitee et plus impor- 
tante que chez I’adulte, notamment par les fumees ou 
par transfert par des mains contaminees. Bien que ce 
phenomene n’ait pas fait I’objet d’etudes specifiques, 
il semble done necessaire de prendre des precautions 
supplementaires chez I’enfant lors des etapes pre-ana- 
lytiques de decontamination des echantillons capillaires, 
et lors de Interpretation des resultats des analyses. 
Dans ce contexte, CANHAIRKID est une etude mul- 
ticentrique prospective observationnelle ayant pour 
objectif d’evaluer la performance diagnostique de la 
recherche capillaire des principaux cannabinoides (THC, 
cannabinol et cannabidiol) et du THC-COOH, principal 
metabolite du THC, dans le diagnostic de I’exposition 
de I’enfant au cannabis [53]. Cette etude repose sur la 
realisation de prelevement de cheveux dans un contexte 
de prise en charge medicate d’enfants liee a une suspi- 
cion d’exposition au cannabis (signes cliniques sugge- 


rant une intoxication aigue au cannabis et/ou contexte 
de consommation parentale de cannabis). La strategic 
d’analyse repose sur la realisation d’analyses (excluant 
les periodes d’intoxication aigue, lorsqu’elles sont docu- 
mentees) globales, ou segmentaires lorsque la quantity 
et la longueur des cheveux le permettent. devalua- 
tion de la performance diagnostique est realisee par 
la confrontation des resultats des analyses capillaires 
avec les donnees cliniques, et en particulier avec le 
score CAST (Cannabis Abuse Screening Test) du (des) 
parent(s) usagers(s) lorsqu’il est disponible. 

Sur le plan reglementaire, les prelevements capillaires 
n’entrent pas dans le champ de la loi de bioethique. En 
consequence, ce prelevement n’est pas un prelevement 
biologique au sens de cette loi, et ne necessite ni non 
opposition, ni consentement. Ainsi, dans le cadre de cette 
etude observationnelle avec donnees anonymisees de fagon 
irreversible une fois les resultats rendus aux prescripteurs, 
ce prelevement non invasif realise sur prescription medicale, 
place cette etude hors champ de la recherche biomedicale 
au sens de la loi de Sante publique du 9 aout 2004 (avis 
favorable n°1 60-201 4-27 en date du 25 novembre 2014 
du comite d’ethique local du CHU de Limoges). 

Les resultats preliminaires de cette etude concernent 
22 enfants: les cheveux de 2 enfants sont exempts de 
cannabinoides et de THC-COOH ; il a ete decele des 
cannabinoides, mais pas de THC-COOH chez 10 enfants 
(pour 2 d’entre eux, la concentration capillaire en THC 
est toutefois superieure a 1 ng/mg de cheveux); dans 
les cheveux de 1 0 enfants, il a ete decele du THC-COOH 
accompagne de cannabinoides, en particulier de THC 
a des concentrations significatives [54]. 

Ces resultats preliminaires confortent des observations 
preambles [55] : la presence de THC-COOH associee a 
une concentration de THC superieure a 1 ng/mg de che- 
veux pourrait correspondre a une exposition chronique 
importante au cannabis avec absorption significative de 
THC par I’organisme de I’enfant. 

Ces premieres constatations confortent I’idee de I’inte- 
ret du dosage des cannabinoides dans les cheveux de 
ces jeunes enfants dans ce contexte. Toutefois, la mise 
en place d’autres etudes centrees sur I’exposition des 
jeunes enfants de parents consommateurs de canna- 
bis est necessaire, afin d’evaluer la place des analyses 
capillaires dans cette application et d’en preciser les 
regies d’interpretation dans cette population particuliere. 

3 Conclusion 

Le cannabis est aujourd’hui un produit de grande consom- 
mation. Le biologiste se trouve confronte a des demandes 
croissantes concernant le depistage et le suivi du sevrage 
des consommateurs. De plus, de nouvelles questions 
de sante publique emergent, telles que celle concernant 
I’exposition des enfants des parents consommateurs. Les 
outils analytiques a meme de repondre a ces questions 
existent, mais I ’interpretation des resultats demeure delicate. 

Conflits d’interets: les auteurs declarent ne pas avoir de liens 
d’interets avec le contenu de cet article 
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La pharmaco-toxicogenetique 
et ses applications medicales 

Delphine Allorge 3 


Resume 


La pharmacogenetique se definit comme I’etude des variations interin- 
dividuelles, d’origine genetique, de reponse aux medicaments. Cette 
discipline a pour but de comprendre et surtout de prevenir I’apparition 
d’effets indesirables ou d’inefficacite therapeutique survenant chez cer- 
tains individus lors de la prise de doses standards de medicaments. 
A ce titre, la pharmacogenetique a pour but ultime I’individualisation des 
traitements medicamenteux, tant en termes d’efficacite que de security 
d’emploi. Par extension, latoxicogenetique peut-etre consideree comme 
une sous-discipline de la pharmacogenetique puisque restreinte au champ 
de la toxicity aigue ou chronique, qui concerne cependant non seulement 
les medicaments, mais egalement I’ensemble des xenobiotiques aux- 
quels I’homme est expose. De nombreux polymorphismes genetiques, 
affectant les genes codant pour des enzymes, des transporteurs, des 
cibles pharmacologiques ou encore des xenosensors, ont ete decrits et 
leurs consequences sur la biodisponibilite et I’effet d’un grand nombre de 
xenobiotiques ont ete elucidees. Apres un rappel des concepts generaux 
et des methodes d’etude, quelques exemples d’applications medicales 
de la pharmaco-toxicogenetique permettront d’illustrer I’interet de cette 
discipline pour la prise en charge therapeutique des patients, ainsi que 
son developpement dans d’autres champs de la medecine tels que la 
toxicologie medicolegale. 

Pharmacogenetique, Toxicogenetique, Genotypage, Phenotypage, 
Inefficacite therapeutique, Toxicite, Xenobiotiques. 


EB Concepts generaux 


La reponse aux medicaments est extremement variable 
d’un individu a I’autre, tant sur le plan pharmacologique 
(efficacite) que sur le plan toxicologique (effets indesi- 
rables ou adverses). Cette iatrogenie medicamenteuse 
avait ete montree comme etant responsable de plus de 
1 00 000 deces par an aux USA, la classant au 4 e rang des 
causes de mortality en 1994 [1]. En France, differentes 


Summary 

Pharmaco/toxicogenetics and its medical appli- 
cations 

Pharmacogenetics is defined as the study of interin- 
dividual variability, of genetic origin, in drug response. 
The aim of this discipline is to better understand and, 
furthermore, to predict the occurrence of inadequate 
response (adverse effects or therapeutic failure) to 
standard dosages of drugs in certain individuals. In 
this context, the ultimate goal of pharmacogenetics is 
the individualization of drug treatments, both in terms 
of efficacy and safety. By extension, toxicogenetics 
can be considered as a sub-discipline of pharmacoge- 
netics, being restricted to the field of acute or chronic 
toxicity of drugs, but also of all xenobiotics to which 
humans are exposed. Numerous polymorphisms in 
genes encoding drug-metabolising enzymes, trans- 
porters, pharmacological targets or even xenosensors 
have been described and their consequences on the 
disposition and effects of a substantial number of 
xenobiotics have been elucidated. After presentation 
of general aspects and associated methodologies, 
a few examples of current medical applications of 
pharmaco/toxicogenetics will illustrate the relevance 
of this discipline for patient-tailored drug therapy, as 
well as its development in other medical areas, such 
as forensic toxicology. 

Pharmacogenetics, Toxicogenetics, Genotyping, 

Phenotyping, Drug failure, Toxicity, Xenobiotics. 


enquetes menees par le reseau des Centres Regionaux 
de Pharmacovigilance ont montre que I’incidence des 
hospitalisations liees a un effet indesirable medicamenteux 
etait de I’ordre de 3,5 % [2, 3]. 


De nombreux facteurs environnementaux (alimentation, 
consommation d’alcool ou de tabac...) et physiopatholo- 
giques (age, sexe, grossesse, obesite, inflammation, insuf- 
fisance renale ou hepatique. . .) participent a cette variability 
interindividuelle de reponse aux medicaments, en modulant 
ou en alterant les systemes biologiques qui controlent 
la biodisponibilite et les effets des medicaments [4]. 
Cependant, il est desormais clairement etabli qu’une part 
significative de la variability interindividuelle de reponse 
aux medicaments est due a des facteurs genetiques [4, 5]. 

Ainsi, suivant le type de medicaments, 20 a 95 % des dif- 
ferences interindividuelles de la biodisponibilite et/ou des 
article regu le 12 aout, accepte le 30 septembre 2015 effets des medicaments sont suspectees ou demontrees 

© 201 6 -Elsevier Masson SAS-Tous droits reserves. comme etant d’origine genetique [6]. 
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La pharmacogenetique est la discipline qui etudie les meca- 
nismes d’origine genetique intervenant dans la variability 
interindividuelle de reponse aux medicaments, que ce 
soit en termes d’efficacite therapeutique ou de survenue 
d’effets indesirables ou toxiques. Au-dela de la mise en 
evidence des facteurs genetiques impliques dans ces 
anomalies de reponse aux medicaments, la pharmaco- 
genetique a pour but ultime le developpement de tests 
simples, applicables en routine, permettant d’identifier les 
individus a risque de telles anomalies de reponse, dans la 
perspective d’une individualisation des traitements medi- 
camenteux. Cette discipline est relativement ancienne, le 
terme de « pharmacogenetique » ayant ete propose des 
la fin des annees 1950, a la suite de la demonstration 
du caractere hereditaire de reponses anormales a cer- 
tains traitements medicamenteux [7]. La description du 
phenotype «acetyleur lent» de I’isoniazide et de son role 
dans la neurotoxicite de cet antituberculeux represente 
un exemple celebre d’anomalie de reponse aux medi- 
caments ayant largement contribue au developpement 
de la pharmacogenetique. Depuis son emergence dans 
le monde de la recherche scientifique, puis son appli- 
cation dans le domaine medical, la pharmacogenetique 
a engendre un nombre croissant de sous-disciplines 
(nutrigenetique, ecogenetique...) dont les domaines 
d’etude et les applications medicales potentielles 
s’etendent au-dela du champ de la therapie medicamen- 
teuse. Ainsi, la toxicogenetique peut se definir comme 
une sous-categorie de la pharmacogenetique restreinte au 
champ de la toxicity aigue ou chronique, non seulement 
des medicaments, mais egalement de I’ensemble des 
xenobiotiques (pesticides, additifs alimentaires, drogues 
naturelles ou synthetiques, etc.) auxquels I’homme est 
expose, que ce soit ponctuellement ou en permanence, 
dans le cadre domestique ou encore professionnel. A ce 
titre, la toxicogenetique presente un interet potentiel dans 
le cadre de I’etude, voire a terme du diagnostic et de la 
prevention, des maladies multifactorielles d’origine envi- 
ronnementale ou professionnelle [8]. Son utilisation dans 
le domaine de la toxicologie medicolegale, notamment 
dans le cadre de la recherche des causes de la mort, 
connaTt egalement actuellement un essor important [9]. 
Au-dela de cette reconnaissance du caractere heredi- 
taire d’un grand nombre de variations de reponse aux 
medicaments, ou xenobiotiques en general, c’est sans 
conteste I’avenement de la biologie moleculaire qui a 
contribue a I’essor de la pharmaco-toxicogenetique et 
de ses applications, grace a I’identification des genes, 
puis de leur polymorphisme, implique dans cette varia- 
bility interindividuelle. Depuis ces cinq dernieres decen- 
nies, de tres nombreux exemples d’anomalies, d’origine 
genetique, de reponse, notamment aux medicaments, 
ont ainsi ete rapportes, et la necessity de prevenir leur 
apparition est devenue evidente. Ces facteurs genetiques 
etant par essence stables, par comparaison aux facteurs 
environnementaux qui varient de maniere permanente 
et plus ou moins aleatoire, leur identification chez un 
individu offre par consequent la possibility de prevoir, 
partiellement ou totalement, la fagon dont cet individu 
va repondre a certains traitements medicamenteux ou 
encore a certains composes chimiques de I’environnement. 


Predire ou diagnostiquer une anomalie, d’origine gene- 
tique, de reponse a un xenobiotique, qu’elle soit due a une 
alteration de sa phamnaco(-toxico)cinetique et/ou de sa 
pharmaco(-toxico)dynamie, est done desormais envisa- 
geable grace aux outils de la pharmaco-toxicogenetique. 

3 Mecanismes moleculaires 
et phenotypes associes 

L’ achievement du sequengage du genome humain au debut 
des annees 2000 a confirme le caractere hautement poly- 
morphe de notre genome et de I’ensemble des quelque 
30000 genes qu’il contient. Les genes qui codent pour les 
proteines impliquees dans la prise en charge cellulaire des 
xenobiotiques (figure 1) (transporteurs et enzymes des 
phases 0 a 3 du metabolisme des xenobiotiques), dans la 
regulation transcriptionnelle de ces enzymes et transpor- 
teurs (recepteurs nucleates et facteurs de transcription, 
regroupes sous I’appellation de xenosensors), ou encore 
dans leurs effets pharmacologiques ou toxiques (enzymes, 
recepteurs membranaires, canaux ioniques...) sont ainsi 
affectes par ce polymorphisme genetique. 

Les deux principaux types de variation genetique affec- 
tant le genome humain, a savoir les Single Nucleotide 
Polymorphisms (SNP) et les rearrangements genomiques 
complexes, ont ete identifies dans les genes d’interet 
pharmaco-toxicogenetique [10]. Un SNP correspond a la 
substitution dans la sequence d’ADN d’une seule paire 
de bases nucleotidiques et on denombre globalement sur 
le genome humain 1 SNP tous les 1 000 paires de bases. 
Alors qu’ils sont dans la grande majority des cas «silen- 
cieux», e’est-a-dire sans consequence fonctionnelle, ces 
SNP affectent parfois des regions geniques fonctionnelle- 
ment importantes, voire cruciales, comme les sequences 
regulatrices ou codantes des genes, et peuvent alors etre 
responsables d’alterations de I’expression et/ou de I’acti- 
vite des proteines correspondantes. A cote de ces SNP 
et des autres microlesions de I’ADN (deletion ou insertion 
d’une ou de quelques paires de bases par exemple), des 
deletions partielles ou completes de genes et des ampli- 
fications geniques (les duplications etant le type d’amplifi- 
cation genique le plus frequent) ont egalement ete decrites 
pour les genes d’interet pharmaco-toxicogenetique [10]. 
Ces variations du nombre de copies d’un gene ou Copy 
Number Variations (CNV), qui affecte environ 12 % du 
genome humain, sont principalement responsables d’une 
perturbation du dosage genique, par perte ou gain d’infor- 
mation genetique, et represented a ce titre des polymor- 
phismes dits “quantitatifs”. 

Au total, I’ensemble de ces polymorphismes genetiques 
est responsable d’anomalies qualitatives ou quantitatives 
des proteines correspondantes. Ainsi, a titre d’exemple, 
les SNP ou les CNV affectant les genes codant pour les 
enzymes du metabolisme des xenobiotiques (EMX) peuvent 
abolir, reduire ou encore augmenter I’expression et/ou 
I’activite de ces enzymes et s’expriment, par consequent, 
dans la population generale sous la forme de differents 
phenotypes metaboliques (figure 2). La plupart des genes 
des EMX etant portes par des autosomes, les phenotypes 
metaboliques correspondants sont transmis sous le mode 
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Figure 1 - Representation schematique de la prise en charge cellulaire des xenobiotiques. 



Le metabolisme (phases 1 et 2) et le transport (phases 0 et 3) d’un xenobiotique X sont presentes. En general, le metabolisme participe a la detoxication du 
xenobiotique, mais il peut parfois conduire a sa bioactivation, sous forme de metabolites geno- ou cytotoxiques. Dans le cas d’une pro-drogue, le metabolisme 
conduit a sa bioactivation. P-gp: Glycoproteine P, AhR: recepteur nucleaire aux hydrocarbures aromatiques; P450: cytochromes P450; ABC: Transporteurs 
membranaires de la famille des ATP-Binding-Cassette proteins ; SLC : Transporteurs membranaires de la famille des Solute Carrier transporters. 


Figure 2 - Expression phenotypique d’un polymorphisme genetique d’une enzyme 
du metabolisme des xenobiotiques dans la population generale. 
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L’ existence d’un polymorphisme genetique affectant une enzyme du metabolisme des xenobiotiques s’exprime dans la population generale sous la forme 
d’au moins deux phenotypes metaboliques distincts: des metaboliseurs limites ou lents (representant souvent une sous-population minoritaire) et des 
metaboliseurs extensifs ou rapides. Des metaboliseurs ultra-rapides et intermediaires sont parfois rapportes pour certaines enzymes polymorphes. 
D’apres [5]. 
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autosomal recessif ou, parfois, co-dominant. Ainsi, les 
individus ayant un genotype homozygote sauvage pre- 
sented un phenotype «metaboliseur extensif ou rapide» 
(activity enzymatique normale), alors que ceux ayant un 
genotype homozygote mute ou heterozygote composite 
presented un phenotype « metaboliseur limite ou lent» 
(deficit d’activite enzymatique). L’existence de metabo- 
liseurs dits « ultra-rapides» (augmentation de I’activite 
enzymatique) ou «intemnediaires» (activite enzymatique 
reduite) a egalement ete demontree pour certaines enzymes 
polymorphes. II est important de noter que la frequence 
de ces differents phenotypes peut etre variable dans la 
population generate en fonction de I’enzyme consideree et, 
pour une meme enzyme, variable en fonction de I’origine 
ethnique ou geographique des populations etudiees [11]. 

3 Methodes d’etude 


les erythrocytes ou les leucocytes. A titre d’exemple, le 
phenotypage ex vivo de la thiopurine S-methyltransferase 
(TPMT), enzyme polymorphe impliquee dans la detoxication 
de medicaments a visee immunosuppressive et antineo- 
plasique que sont les thiopurines (azathioprine ou AZA 
et 6-mercaptopurine ou 6-MP), consiste en la mesure de 
I’activite intra-erythrocytaire de la TPMT a I’aide d’un subs- 
trat-test, en general la 6-MP. Son interet dans I’identification 
des patients a risque de developper une hematotoxicite 
ou, a I’inverse, a risque d’inefficacite therapeutique, suite 
a I’administration de doses conventionnelles de thiopu- 
rine, sera illustre dans le chapitre suivant. En fait, cette 
approche par mesure directe de I’activite enzymatique 
serait preferable a la methode par administration d’un 
medicament-test. Malheureusement, la grande majority 
des enzymes presentant un interet en pharmaco-toxico- 
genetique, notamment les cytochromes P450, est peu 
ou pas exprimee dans les erythrocytes et les leucocytes. 


Deux grands types d’approches methodologiques sont uti- 
lises en pharmaco-toxicogenetique: les methodes de phe- 
notypage et les methodes de genotypage. Si les methodes 
de phenotypage sont principalement, voire exclusivement, 
applicables dans le domaine des polymorphismes affectant 
le metabolisme des xenobiotiques, les methodes de geno- 
typage presentent I’avantage d’etre applicables a I’etude de 
n’importe quel gene d’interet pharmaco-toxicogenetique. 

3.1 Methodes de phenotypage 

Les methodes de phenotypage reposent soit sur des 
tests in vivo bases sur I’administration d’un substrat-test 
(en general un medicament), soit sur une mesure directe 
de I’activite enzymatique a partir d’un tissu exprimant 
I’enzyme d’interet. 

Plusieurs heures apres I’absorption d’une dose sub-thera- 
peutique d’un medicament-test (le delai est fonction de la 
pharmacocinetique de celui-ci), un echantillon biologique, 
sanguin ou urinaire le plus souvent, est recueilli et une 
quantification du substrat et de son (ou ses) metabolite(s) 
est realisee a I’aide de methodes chromatographiques 
essentiellement (HPLC, CPG...), couplees a un type de 
detection adapte (UV, SM...). Dans le cas le plus general, 
on determine alors le rapport metabolique (RM) entre la 
quantity de substrat retrouvee sous forme inchangee et 
celle d’un (ou plusieurs) metabolite(s), ce rapport etant le 
reflet de I’activite enzymatique etudiee. La valeur du RM 
permet de classer les individus en metaboliseurs exten- 
sifs ou limites par comparaison a celle de I’antimode de 
distribution determines au prealable (de fagon statistique) 
sur une grande population d’individus. Le phenotypage du 
CYP2D6 par le dextromethorphane [12] ou celui combine 
des enzymes CYP1 A2, CYP2A6, N-acetyltransferase-2 et 
xanthine oxydase par la cafeine [1 3] sont deux exemples de 
tests de phenotypage in vivo disponibles dans de nombreux 
laboratoires hospitaliers de pharmaco-toxicogenetique. 

Lorsque I’administration directe d’un substrat-test a I’indi- 
vidu n’est pas envisageable, du fait d’un risque de toxicity 
important par exemple, ces tests de phenotypage in vivo 
peuvent etre remplaces par des tests ex vivo, realises a partir 
d’un tissu ou de cellules facilement accessibles comme 


Le phenotypage peut apparaTtre comme le «gold stan- 
dard» pour determiner le phenotype metabolique d’un 
individu, puisqu’il permet une mesure en temps reel de sa 
capacity metabolique, qui tient compte non seulement de 
son statut genetique, mais egalement des autres facteurs 
physiopathologiques ou environnementaux qui contribuent 
au phenotype de I’individu. Cependant, les methodes de 
phenotypage sont actuellement essentiellement adaptees 
a I’etude des EMX. Par ailleurs, le phenotypage presente 
un certain nombre d’autres inconvenients qui en limitent 
I’utilisation en routine. L’absence de substrats-tests spe- 
cifiques ou la survenue d’effets indesirables liee a leur 
administration, la difficulty a interpreter la valeur du rapport 
metabolique en cas de co-administration de medicaments 
(interactions medicamenteuses) ou chez un individu aux 
fonctions hepatiques et renales alterees, sont autant de 
limites a I’utilisation de ce test. 

3.2 Methodes de genotypage 
Les methodes de genotypage sont basees sur I’identification 
directe des anomalies genetiques a I’origine de la variability 
d’expression ou d’activite de la proteine d’interet, qu’elle 
soit une proteine de transport, une enzyme, un xenosensor 
ou encore une cible pharmacologique telle qu’une proteine 
receptrice. Ces methodes permettent ainsi, sur la base du 
genotype de I’individu, de predire son phenotype. 

Ces methodes necessitent le recueil prealable d’un echantil- 
lon biologique (sang total, frottis buccal, racines de cheveux, 
sediment urinaire ou tout autre tissu), a partir duquel est 
extrait et purifie I’ADN genomique de I’individu (plus rare- 
ment I’ARN). Les strategies de genotypage adoptees par 
les laboratoires de pharmaco-toxicogenetique dependent 
souvent etroitement des outils et equipements qui y sont 
disponibles. Neanmoins, elles doivent avant tout tenir 
compte d’un certain nombre de parametres, en particu- 
lar la nature des mutations a identifier (SNP ou CNV) et 
le nombre de mutations a identifier pour obtenir un taux 
d’efficacite de prediction du phenotype le plus eleve pos- 
sible (fonction de la frequence des polymorphismes dans 
la population generale et/ou dans le groupe ethnique de 
I’individu etudie), si possible proche delOO %. La strategy 
adoptee tient egalement compte du contexte dans lequel le 
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test est prescrit, a savoir dans un cadre purement predictif, 
avant I’introduction d’un traitement medicamenteux chez 
un patient par exemple (phenotype non connu a prion), ou 
dans un cadre diagnostique pour expliquer une absence de 
reponse a un medicament donne, un accident iatrogene ou 
encore une intoxication medicamenteuse aigue (suspicion 
d’un phenotype deficitaire ou ultra-rapide par exemple). 

II existe desormais de tres nombreuses methodes d’ana- 
lyse du polymorphisme genetique, notamment en ce qui 
concerne I’identification des SNP [14]. Certaines corres- 
pondent a une recherche ciblee de SNP connus (parfois 
designees methodes de typage des SNP), d’autres offrent 
I’avantage d’identifier des SNP connus et d’en detecter 
simultanement de nouveaux (methodes de criblage). Nean- 
moins, I’amelioration recente des techniques de sequen- 
gage du genome, notamment grace a leur automatisation, 
a considerablement facilite leur mise en oeuvre en routine 
et diminue leur cout, favorisant ainsi ces dernieres annees 
leur utilisation directe pour I’analyse des polymorphismes 
pharmaco-toxicogenetiques. Differentes techniques sont 
egalement disponibles pour detecter ou identifier les rear- 
rangements genomiques complexes du type CNV. A titre 
d’exemples, la PCR quantitative en temps reel ou le pyro- 
sequengage sont deux techniques largement utilisees pour 
le genotypage des CNV [14, 15]. 

£] Exemples (^applications 
medicales et medicolegales 
de la pharmaco-toxicogenetique 

4.1. Pharmacogenetique 
des medicaments thiopuriniques 
Les medicaments thiopuriniques que sont I’azathioprine 
(Imurel®), la 6-mercaptopurine (Purinethol®) et la 6-thiogua- 
nine (Lanvis®) sont utilises d’une part, pour leurs proprietes 
cytotoxiques dans le traitement de certaines leucemies 
(enparticulier la leucemie aigue lymphoblastique infan- 
tile), et d’autre part, pour leurs proprietes immunosup- 
pressives dans la prevention du rejet de greffe et dans le 
traitement de maladies inflammatoires chroniques comme 
la Maladie de Crohn et la polyarthrite rhumatoide. Ces 
medicaments presentent un risque important de toxicite 
hematologique (leucopenie, thrombopenie, plus rarement 
aplasie medullaire potentiellement fatale), due a I’accumu- 
lation dans les tissus hematopoietiques des metabolites 
actifs cytotoxiques de ces molecules, les thioguanine 
nucleotides, formes via la voie de I’hypoxanthine phospho- 
ribosyltransferase [16]. Ce risque d’hematotoxicite dose- 
dependante est particulierement eleve chez les patients 
presentant un deficit d’activite enzymatique pour la thiopu- 
rine S-methyltransferase (TPMT), enzyme impliquee dans 
I’inactivation des thiopurines [16]. Une relation inverse 
entre la concentration intra-erythrocytaire en thioguanine 
nucleotides et I’activite TPMT a en effet ete demontree 
[17]. Dans la population caucasienne, 90 % des individus 
presentent une activite TPMT elevee (methyleur rapide), 
1 0 % une activite intermediate (methyleur intermediate) et 
moins de 0,5 % un deficit d’activite TPMT (methyleur lent). 


Une vingtaine d’alleles non-fonctionnels du gene de la 
TPMT, a I’origine d’un deficit d’activite, a ete caracterisee. 

Le genotypage des trois SNP les plus frequents permet 
de predire le phenotype des individus avec un taux d’effi- 
cacite d’environ 95 %, et ainsi d’identifier les individus a 
risque d’hematotoxicite avant I’introduction d’un traite- 
ment thiopurinique. Une reduction de la posologie entre 
50 et 90 % peut ainsi permettre aux patients ayant une 
activite TPMT, respectivement, intermediaire ou defici- 
taire, de beneficier d’un traitement par thiopurine efficace 
et non hematotoxique [18]. A I’inverse, certains auteurs 
preconisent une augmentation de la posologie usuelle 
des medicaments thiopuriniques chez certains patients 
methyleurs rapides [19]. Des rejets de greffe [20], ainsi que 
des echappements therapeutiques avec rechute chez des 
enfants leucemiques [1 9], sont en effet plus frequemment 
observes chez les patients presentant une activite TPMT 
tres elevee. La determination du genotype TPMT ne per- 
met pas d’ identifier a priori ces sujets au metabolisme tres 
rapide et des auteurs recommandent done la mesure de 
I’activite TPMT par phenotypage, au moins un mois apres 
I’initiation du traitement, pour reperer ces individus [20]. 

Bien qu’il semble que le polymorphisme genetique de la 
TPMT ne permette en fait d’expliquer qu’un tiers des cas 
de myelosuppression observes sous traitement thiopu- 
rinique (d’autres facteurs, genetiques ou non, existent), 
il represente a ce jour I’un des meilleurs exemples de 
I’apport des tests pharmacogenetiques dans le cadre de 
I’aide a la therapeutique, non seulement d’un point de 
vue purement Clinique, mais egalement d’un point de vue 
economique [21]. 

4.2. Pharmaco-toxicogenetique 

des morphiniques et morphinomimetiques 

Les morphiniques et morphinomimetiques sont frequem- 
ment impliques dans la survenue d’effets indesirables 
graves, voire de deces [22, 23]. En effet, la plupart sont 
totalement ou partiellement metabolises par des cyto- 
chromes P450, en particular par le CYP2D6, responsables 
de la synthese de metabolites generalement plus actifs que 
la molecule-mere. Les metaboliseurs ultra-rapides pour le 
CYP2D6 presentent ainsi en general un risque accru de 
survenue d’effets toxiques aux morphiniques, alors que 
les metaboliseurs lents sont eux plus a risque d’echecs 
therapeutiques [24]. 

4.2.1. Codeine 

La codeine est un antalgique faible, utilise dans la prise en 
charge des douleurs moderees ou intenses, mais egalement 
pour ses proprietes antitussives. Elle est bien absorbee par 
voie orale et est partiellement metabolisee par O-deme- 
thylation par le CYP2D6 pour former la morphine, son 
metabolite actif. Bien que le metabolisme de la codeine 
en morphine par le CYP2D6 constitue une voie mineure 
du metabolisme de la codeine (environ 10 %), cette voie 
de bioactivation est essentielle pour que la codeine puisse 
exercer son effet analgesique. Cet antalgique est done 
inefficace a doses therapeutiques chez 5 a 10 % des 
Caucasiens, qui sont des metaboliseurs limites pour le 
CYP2D6 [25], alors qu’a I’inverse des doses therapeutiques 
de codeine peuvent aboutir a un surdosage en morphine 
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chez 1 a 10 % des Caucasiens, qui sont des metaboliseurs 
ultra-rapides pour le CYP2D6 [26]. 

De plus, la toxicite de la codeine, via un surdosage en 
morphine, peut-etre augmentee chez les metaboliseurs 
ultra-rapides du CYP2D6 en cas de co-administration de 
medicaments, tels que les macrolides et/ou les derives 
azoles, ces molecules etant des inhibiteurs puissants du 
CYP3A4, une autre enzyme impliquee dans le metabolisme 
de la codeine [26]. 

La codeine est frequemment utilisee dans le post-partum 
pour les douleurs associees aux episiotomies et aux cesa- 
riennes. Bien qu’elle soit contre-indiquee au cours de I’allai- 
tement, plusieurs cas d’intoxication severe ont ete rapportes 
chez des nouveau-nes allaites par des meres traitees par la 
codeine. Koren et al. [27] ont ainsi rapporte le cas du deces 
d’un nouveau-ne dont la mere etait traitee depuis deux 
semaines par 2 X 30 mg/jour de codeine. La concentration 
en morphine dans un echantillon de lait maternel collecte 
au 10 e jour etait tres elevee, a 87 ng/mL (les concentra- 
tions habituelles dans le lait maternel etant comprises entre 
1 ,9 et 20 ng/mL lors de prises de 60 mg toutes les 6 heures) 
et la concentration plasmatique en morphine chez le nour- 
risson etait de 70 ng/mL (pour une concentration attendue 
< 2 ng/mL). Ce cas dramatique a fait I’objet d’investigations 
complementaires et les tests pharmacogenetiques pratiques 
chez la mere et I’enfant ont montre non seulement que la 
mere etait metaboliseur ultra-rapide pour le CYP2D6, mais 
aussi que la mere et I’enfant presentaient tous deux un 
genotype pour rUGT2B7 predictif d’un metabolisme ultra- 
rapide (UGT2B7*2/*2), a I’origine d’une production accrue 
de morphine 6-glucuronide, metabolite egalement tres actif 
de la morphine [28]. Par la suite, une etude cas-temoins a 
confirme que la combinaison des phenotypes « metaboliseur 
rapide» pour le CYP2D6 et rUGT2B7 constitue un facteur 
de risque majeur de survenue de depression centrale severe 
chez les nourrissons allaites par des meres traitees par des 
doses conventionnelles de codeine [29]. 

4.2.2. Tramadol 

Le tramadol est utilise dans la prise en charge des douleurs 
moderees a severes. Ses proprietes analgesiques com- 
binent une action agoniste faible sur les recepteurs p et 
une inhibition de la recapture neuronale de la noradrenaline 
et de la serotonine. Les principales voies metaboliques 
du tramadol sont les O- et A/-demethylations, catalysees 
respectivement par les cytochromes CYP2D6 et CYP2B6/ 
CYP3A4. L’O-desmethyltramadol est le metabolite pre- 
sentant Taction analgesique la plus intense, du fait d’une 
affinite pour les recepteurs p environ 300 fois plus elevee 
que celle de la molecule-mere. En consequence, I’effi- 
cacite therapeutique du tramadol, ainsi que sa toxicite, 
sont tres variables selon les individus en fonction de leur 
genotype CYP2D6 [30]. Comparativement aux metabo- 
liseurs lents, les metaboliseurs ultra-rapides presentent 
ainsi une reponse analgesique au tramadol plus efficace, 
mais egalement un risque accru d’effets adverses. Atitre 
d’exemples, ont ete rapportes chez des metaboliseurs 
ultra-rapides, d’une part, un cas de depression respira- 
toire grave chez un patient insuffisant renal recevant des 
doses conventionnelles [31], et d’autre part, des cas de 


cardiotoxicite severe suite a une ingestion massive de 
tramadol [32, 33]. Dans le cadre de la toxicologie medi- 
colegale, Levo et al. [34] ont par ailleurs demontre la tres 
bonne concordance, dans des cas post-mortem, entre 
le rapport metabolique tramadol/O-desmethyltramadol 
et le genotype CYP2D6. 

4.2.3. Methadone 

La methadone est couramment utilisee dans la prise en 
charge du sevrage a I’heroine. Elle est impliquee dans de 
nombreux cas d’intoxications mortelles. Les variations 
interindividuelles de ses proprietes pharmacocinetiques et 
pharmacodynamiques s’expliquent, en partie, par des poly- 
morphismes genetiques affectant les proteines impliquees 
dans son metabolisme et son transport, mais aussi sa cible 
pharmacologique, les recepteurs p [35]. 

Les cytochromes P450 CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6 et 
CYP3A4 ont ete identifies comme etant les principaux P450 
impliques dans le metabolisme de la methadone. Neanmoins, 
le polymorphisme genetique du CYP2B6 constituerait la 
principale cause de cardiotoxicite de la methadone [36]. 
La methadone est administree sous forme de racemique et 
son activite pharmacologique est principalement mediee par 
son enantiomere (R). Or, le metabolisme de la methadone 
par le CYP2B6 est stereoselectif et oriente vers la prise en 
charge de la (S)-methadone, enantiomere potentiellement 
cardiotoxique car capable d’inhiber les canaux potassiques 
du type hERG [36]. En consequence, les individus metaboli- 
seurs lents pour le CYP2B6 ont un risque accru de presenter 
des concentrations plasmatiques elevees de (S)-methadone, 
a I’origine d’effets cardiotoxiques severes, potentiellement 
letaux, du type torsade de pointe ou Long-QT [36]. 

De nombreux autres genes polymorphes, codant pour des 
proteines impliquees dans la pharmacocinetique (comme 
ABCB1 qui code pour la P-gp) et la pharmacodynamie 
(comme OPRM1 qui code pour le recepteur opioide p) de la 
methadone, sont susceptibles d’intervenir dans la variability 
interindividuelle de reponse a la methadone et sont de bons 
candidats pharmacogenetiques pour I’adaptation posolo- 
gique de ce traitement de substitution aux opiaces [37]. 
L’analyse combinee de ces multiples polymorphismes gene- 
tiques a montre qu’elle permettrait une individualisation plus 
rapide et plus efficace de ce traitement, mais cette approche 
pharmacogenomique necessite encore d’etre validee sur 
de larges cohortes de patients [37]. 

4.3 Pharmaco-toxicogenetique 
des medicaments antidepresseurs 

4.3.1 . Antidepresseurs tricycliques 

Les antidepresseurs tricycliques (ADT) sont des molecules 
qui presentent un index therapeutique tres etroit, rendant leur 
utilisation peu aisee. Par ailleurs, ils sont fortement metabo- 
lises au niveau hepatique, notamment par des cytochromes 
P450. Pour ces deux raisons, les ADT sont de bons candidats 
aux applications medicales de la pharmaco-toxicogenetique. 
L’ amitriptyline et la nortriptyline sont metabolisees par plu- 
sieurs cytochromes P450. Alors que le CYP2C19 joue un 
role majeur dans la N-demethylation de ces molecules, le 
CYP2D6 contribue lui a la frans-hydroxylation de leur cycle 
benzylique [38]. Les polymorphismes genetiques affectant 
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ces P450 ont pour consequence de larges variations interin- 
dividuelles dans le metabolisme, et done dans la pharmaco- 
cinetique, de ces molecules [39]. Ainsi, et a titre d’exemple, 
les metaboliseurs limites pour le CYP2C19 presentent un 
risque de surdosage et un risque accru de survenue d’effets 
toxiques, lors de I’administration de doses conventionnelles 
d’amitriptyline. L’adaptation posologique de ces ADT sur 
la base des genotypes CYP2D6 et CYP2C19, dans le but 
d’ameliorer leur efficacite et leur securite d’emploi, fait I’objet 
de nombreuses recommandations [39, 40]. Cependant, 
I’utilisation en routine des tests pharmacogenetiques per- 
mettant de predire le statut metabolique des patients avant 
I’administration d’un medicament de la famille des ADT 
reste marginale. Ces tests sont en fait parfois, et surtout, 
utilises pour expliquer a posterio un echec therapeutique 
et/ou des effets indesirables severes. 

Le metabolisme de la doxepine, autre antidepresseur tri- 
cyclique, est egalement sous la dependance des CYP2D6 
et CYP2C19. Le CYP2C1 9 catalyse la formation de la nor- 
doxepine (ou N-desmethyldoxepine), metabolite qui presente 
des proprietes pharmacologiques et toxicologiques compa- 
rables a celles de la molecule-mere, alors que le CYP2D6 
est implique dans la formation de la 2-hydroxydoxepine, 
autre voie metabolique majeure. Lors d’administrations 
repetees de doxepine ou d’une ingestion massive, les meta- 
boliseurs lents pour le CYP2D6 presentent un risque accru 
d’accumulation de doxepine et de son metabolite actif, 
la nordoxepine, et, par consequent, de toxicite [41]. Un 
cas d’intoxication fatale a la doxepine a ainsi ete rapporte 
chez un patient presentant un phenotype deficitaire pour le 
CYP2D6 et un phenotype extensif pour le CYP2C19, tous 
deux predits par genotypage [41]. 

4.3.2. Inhibiteurs selectifs de la recapture 
de la serotonine 

La fluoxetine, la fluvoxamine, la paroxetine, la sertraline et 
le citalopram sont des antidepresseurs inhibiteurs selectifs 
de la recapture de la serotonine (ISRS), a I’efficacite et aux 
effets indesirables similaires. Leur metabolisme fait inter- 
vene des cytochromes P450, en particulier le CYP2D6. 
La fluoxetine est indiquee dans le traitement des episodes 
depresses majeurs et du trouble obsessionnel compulsif de 
I’enfant et de I’adulte, ainsi que dans la prise en charge de 
la boulimie chez I’adulte. En 2000, un cas dramatique de 
deces attribue a la fluoxetine a ete decrit chez un enfant 
presentant un deficit d’activite pour le CYP2D6 [42]. Cet 
enfant de 9 ans etait traite par methylphenidate, clonidine 
et fluoxetine dans le cadre d’un syndrome d’hyperactivite 
associee a un deficit de I’attention, un trouble obsession- 
nel compulsif et un syndrome de Gilles de la Tourette. 
II a presente durant 10 mois des symptomes evocateurs 
d’une intoxication chronique, avec des troubles gastro- 
intestinaux, associes a une incoordination motrice et une 
desorientation, et est finalement decede suite a un etat 
de mal epileptique a I’origine d’un arret cardiaque. La 
cause de la mort a ete attribute a une intoxication par la 
fluoxetine, etayee par la mise en evidence dans le sang, 
mais egalement dans differents tissus, de concentrations 
de fluoxetine extremement elevees, ayant fait suspecter, 
dans un premier temps, une tentative d’empoisonnement 
par les parents adoptifs de I’enfant. Les tests pharmaco- 


toxicogenetiques post-mortem ont montre que I’enfant 
presentait un phenotype deficitaire pour le CYP2D6, permet- 
tant d’expliquer I’intoxication chronique par accumulation 
progressive de fluoxetine malgre I’administration de doses 
conventionnelles, ces resultats ayant permis de lever les 
poursuites judiciaires a I’encontre des parents adoptifs. 

4.3.3. Cas particulier du cytochrome CYP2D6 

Le cytochrome P450 2D6 ou CYP2D6 est une enzyme 
impliquee dans le metabolisme de tres nombreux medi- 
caments d’usage courant, dont notamment la plupart des 
antidepresseurs, que ce soient les ADT, mais aussi des 
inhibiteurs selectifs (voir ci-dessus) et non selectifs de la 
serotonine, comme la venlafaxine. Le gene codant pour le 
CYP2D6 est tres polymorphe et ce polymorphisme genetique 
conduit a I’existence de quatre phenotypes metaboliques 
dans la population generale, a savoir les phenotypes dits 
ultra-rapides, rapides, intermediates et lents. Du fait de 
son role preponderant dans le metabolisme de nombreux 
antidepresseurs, la determination du statut metabolique 
pour le CYP2D6 des patients candidats a un traitement 
antidepresseur representerait un outil de choix en psycho- 
pharmacologie pour adapter a priori et individuellement la 
posologie de ces molecules, voire pour adopter une autre 
strategie therapeutique. Cependant, comme deja mention- 
nee plus haut, cette determination prealable du statut meta- 
bolique pour le CYP2D6 est rarement utilisee en pratique 
medicate courante, alors qu’il permettrait parfois d’eviter 
des situations dramatiques d’echec therapeutique ou de 
toxicite severe. Le cas Clinique presente par Breil etal. [43] 
est a ce titre une illustration pertinente de I’interet des tests 
pharmacogenetiques dans le cadre de la therapie medica- 
menteuse antidepressive. Ce cas decrit en effet l’«errance» 
therapeutique d’un homme de 60 ans, sans antecedents 
medicaux psychiatriques, traite pendant plus de 9 mois par 
une succession de divers antidepresseurs dans le cadre 
d’une depression severe survenue quelques mois apres 
son depart en retraite. Suite a ces echecs therapeutiques 
successifs, un genotypage du CYP2D6 a permis d’etablir 
que cet homme presentait un metabolisme ultra-rapide, 
responsable de sa pharmacoresistance a la paroxetine, la 
venlafaxine et la clomipramine. La remission de son etat 
depressif fut alors rapidement obtenue grace a la mise 
en place d’une therapie, non plus medicamenteuse, mais 
electroconvulsive. 

3 Conclusion 

La pharmacogenetique a pour objectif principal le deve- 
loppement de tests simples et peu couteux permettant 
d’identifier les individus a risque de presenter des anoma- 
lies de reponse aux medicaments. A ce titre, elle se revele 
etre un outil de choix dans le cadre de la prise en charge 
therapeutique des patients, en offrant aux cliniciens la 
possibilite d’adapter les traitements medicamenteux et leur 
posologie, en fonction du statut genetique des patients. 
Cette individualisation des traitements medicamenteux 
permet d’ores et deja, pour un certain nombre de medi- 
caments d’interet therapeutique majeur, d’ameliorer leur 
efficacite et de diminuer leurs effets indesirables. La phar- 
maco-toxicogenetique a montre egalement, ces dernieres 
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annees, son interet potentiel dans le domaine de la toxi- 
cologie medicolegale, en permettant de comprendre, voire 
de resoudre, certains deces d’origine toxique. 

Grace aux progres recents dans la connaissance des 
consequences fonctionnelles du polymorphisme du genome 
humain et dans le developpement de technologies per- 
formantes et innovantes de genotypage dites a haut et 
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Interet et applications en toxicologie analytique 
du couplage UPLC-Spectrometrie de masse 
haute resolution avec extraction en ligne 
des echantillons 


Elodie Saussereau 3 , Laurent Imbert 3 


Resume 


Les intoxications medicamenteuses ou avec divers toxiques (stupe- 
fiants, produits phytosanitaires...), volontaires ou accidentelles, sont 
une cause frequente d’admission dans les etablissements hospitaliers, 
en particulier dans les services d’urgences et de reanimation medicale. 
La prise en charge de ces patients intoxiques repose sur I’anamnese 
de I’intoxication, la recherche de signes cliniques et la prescription 
de bilans biologiques et toxicologiques. Le criblage toxicologique est 
generalement la premiere etape de toute investigation toxicologique; 
il s’agit d’une etape cle qui devrait idealement permettre I’identification 
de toute substance d’interet toxicologique. Depuis de nombreuses 
annees deja, la chromatographie et la spectrometrie de masse se 
sont imposees comme les methodes analytiques de reference pour le 
criblage toxicologique. ^amelioration constante de ces technologies 
permet cependant de faire evoluer leurs usages vers des procedures de 
plus en plus rapides, sensibles et fiables. Les couplages de systemes 
chromatographiques avec des analyseurs haute resolution mesurant 
la masse exacte (temps de vol ou TOF, Orbitrap) ouvrent de nouveaux 
champs d’investigation au toxicologue analyste, en particulier les 
detecteurs hybrides (Q-TOF, Q-Orbitrap) qui permettent d’acquerir 
des spectres de fragmentation, en selectionnant un precurseur dans le 
quadripole. L’UPLC-Q-TOF constitue un outil analytique puissant per- 
mettant, par mesure de la masse exacte des xenobiotiques, de realiser 
un screening large en mode « f u 1 1 scan», c’est-a-dire non cible, avec 
une grande sensibilite et precision. En mode MS E , cette technologie 
Q-TOF permet, a posteriori, de rechercher et caracteriser des meta- 
bolites en I’absence de molecules de reference. Enfin, le couplage de 
I’LIPLC-Q-TOF avec une extraction en ligne reduit considerablement 
le temps de preparation des echantillons et apporte de la robustesse 
au screening toxicologique. 

toxicologie analytique, spectrometrie de masse haute resolution, 

UPLC-Q-TOF, SPE en ligne. 


Summary 

Interest and contributions of UPLC-High resolution 
mass spectrometry with online SPE in analytical 
toxicology 

Intoxications involving drugs, licit or not, either vo- 
luntary or not, are frequent causes of admission in 
emergency and intensive care units. Diagnosis is 
generally performed through the case story, toge- 
ther with clinical signs, biological and toxicological 
analysis. A toxicological screening is usually the first 
step in such cases, and should uncover every com- 
pound that has a toxicological meaning. Since several 
years, chromatography and mass spectrometry are 
the gold standards for toxicological screening, and 
their evolution has led to the development of faster, 
more sensitive, and robust techniques. High resolution 
mass spectrometers (time-of-flight or TOF ; Orbitrap) 
are powerful tools bringing more possibilities in the 
field, and more particularly hybrid analyzers (Q-TOF, 
Q-Orbitrap) that can acquire fragmentation mass 
spectra. Highly sensitive and precise non-targeted 
screenings can be recorded with an UPLC-Q-TOF 
in “full scan” mode, by measuring exact mass of 
xenobiotics. In MS E mode, it is possible to look for 
metabolites or new synthetic drugs in anterior data 
without standard reference material. Finally, sample 
processing is shortened and robustness of scree- 
nings is improved by coupling on-line extraction to 
an UPLC-Q-TOF. 

analytical toxicology, high resolution mass spectrometry, 

UPLC-Q-TOF, online SPE. 


El Introduction 

Le criblage toxicologique est generalement la premiere 
etape de toute investigation toxicologique, qui peut-etre 
sollicite dans differents contextes: 

- pour confirmer le diagnostic d’une intoxication aigue medi- 
camenteuse ou avec des produits toxiques ou stupefiants ; 
article regu le 14 aout, accepte le 30 septembre 2015 - pour exclure une hypothese toxique ou poser un dia- 
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- pour evaluer la gravite d’une intoxication ou pour surveiller 
I’efficacite de la prise en charge medicale; 

- pour le suivi des patients en addictologie, dependants 
aux medicaments et/ou aux produits stupefiants; 

- en medecine legale, dans le cadre de deces suspects 
ou d’une suspicion de soumission chimique. 

Le screening toxicologique est loin d’etre une tache aisee 
puisqu’il requiert I’identification d’un nombre illimite de 
composes dans des matrices plus ou moins complexes, 
biologiques (sang, urine, cheveux...) ou non (poudres, 
comprimes, ecouvillons...). La recherche des substances 
consommees par un sujet sans indication prealable peut- 
etre difficile et necessite frequemment un processus ana- 
lytique complexe. En effet, il n’existe pas de methode 
analytique universelle qui permette la detection et I’iden- 
tification non ambigue de toutes les substances d’interet 
toxicologique en une seule analyse. Generalement, un 
criblage toxicologique, pour etre le plus complet possible, 
consiste en une succession de procedures analytiques, qui 
peuvent differer par le mode de preparation des echan- 
tillons, la methode separative appliquee ou le mode de 
detection, et qui permettent de collecter des preuves 
concordantes de la consommation d’une ou de plusieurs 
substances medicamenteuses, toxiques ou stupefiantes. 
Une recherche la plus large possible de substances exo- 
genes dans des echantillons biologiques requiert I’usage 
de procedures analytiques variees, qui doivent permettre 
de separer les composes d’interet des autres substances 
presentes dans la matrice initiale, de les detecter avec la 
plus grande sensibilite possible, et enfin de les identifier 
avec la plus grande certitude possible. 

Aux analyses quantitatives ciblees, se sont associees des 
techniques de recherche large de toxiques, accompagnees 
ou non de quantification et appelees « criblage toxicolo- 
gique », « screening toxicologique », « Multi-Target-Scree- 
ning » (MTS) ou encore « General Unknown Screening » 
(GUS). Longtemps restees inaccessibles aux situations 
d’urgences, elles se sont peu a peu developpees pour 
devenir un outil incontournable au sein des laboratoires 
de toxicologie hospitaliers. La chromatographie liquide 
haute performance couplee a un detecteur a barrette 
de diodes (HPLC-BD) a permis I’essor de ces nouvelles 
approches. Par la suite, la detection par spectrometrie de 
masse a connu une croissance exponentielle: les tech- 
niques de chromatographie en phase gazeuse (CPG) et 
en phase liquide (HPLC) couplees a ce type de detection 
(CPG-SM et HPLC-SM) se sont democratisees. Le deve- 
loppement dans les annees 2000 d’instruments de type 
UPLC (chromatographie liquide ultra-haute performance) 
supportant des pressions tres importantes (jusqu’a 1 300 
bars), et de colonnes remplies de particules de diametres 
inferieurs a 2 pm, a permis d’augmenter la resolution chro- 
matographique tout en reduisant le temps d’analyse [1]. 
Aujourd’hui, les techniques type HPLC ou UPLC couplees 
a la spectrometrie de masse en tandem (HPLC-SM/SM - 
UPLC-SM/SM) occupent une place majeure dans I’arsenal 
des techniques de toxicologie analytique [2-4]. 

Les outils analytiques actuels de plus en plus sensibles 
et specifiques, incluant des bibliotheques de spectres 
toujours plus fournies, permettent de detecter un nombre 
tres important de molecules de natures differentes 


(medicaments, stupefiants, nouvelles drogues de syn- 
these, produits phytosanitaires...), a des concentrations 
toujours plus faibles [5-7]. Un criblage toxicologique peut 
en theorie etre mene surtoute matrice biologique mise a la 
disposition du laboratoire. Le sang, I’urine et les cheveux 
sont les matrices classiques de I’analyse toxicologique, 
mais d ’autres prelevements peuvent etre utilises. Le choix 
de I’echantillon analyse sera cependant determinant pour 
Interpretation toxicologique des resultats obtenus, puisque 
ces differentes matrices ouvrent des fenetres de detection 
differentes. II est done toujours guide par le contexte de 
I’investigation. 

L’urine concentre la plupart des substances d’inte- 
ret, ainsi que leurs metabolites, et permet de mesurer 
des concentrations de I’ordre du pg/mL pour certaines 
substances, ce qui rend leur detection aisee lors de la 
procedure de criblage. L’urine est une matrice relative- 
ment propre, composee a plus de 98 % d’eau, la plupart 
du temps limpide. L’urine peut ainsi etre analysee par 
chromatographie liquide - spectrometrie de masse apres 
une simple dilution (approche «dilute-and-shoot») [8]. 
Un inconvenient majeur de la matrice urinaire est que les 
resultats d’un criblage toxicologique sont parfois difficiles 
a interpreter. En effet, certaines substances comme les 
benzodiazepines par exemple, presentent de nombreux 
metabolites communs, ce qui rend difficile I’identifica- 
tion de la substance ingeree initialement. D’autre part, la 
fenetre de detection etant relativement large dans I’urine 
(jusqu’a plusieurs jours apres la consommation pour cer- 
tains composes), il est assez delicat, voire hasardeux, de 
dater une consommation. 

A I’inverse, la fenetre de detection des substances d’interet 
dans le sang etant plus courte (jusqu’a quelques heures 
apres la consommation), une analyse toxicologique de 
cette matrice donnera une indication plus precise de I’etat 
d’intoxication du sujet au moment du prelevement. D’autre 
part, le sang etant un vecteur direct des xenobiotiques vers 
leurs sites d’action, il existe generalement une correlation 
entre leur concentration dans le sang et I’effet observe. 
L’analyse du sang permet egalement de suivre I’efficacite 
d’un traitement epurateur par mesures successives du 
toxique dans cette matrice (toxicocinetique). 

• Les cheveux sont un milieu extremement interessant 
en toxicologie, leur analyse permet d’etudier I’exposi- 
tion a des xenobiotiques plusieurs semaines apres leur 
consommation. La vitesse de pousse des cheveux est en 
moyenne de 0,34 mm par jour, soit environ 1 cm par mois, 
avec des variations allant de 0,7 a 1 ,5 cm/mois [9-1 0]. Les 
xenobiotiques presents dans le sang diffusent vers les 
cellules en croissance du cheveu et sont ainsi incorpores 
dans la matrice (figure 1). Selon la longueur de la meche 
de cheveux a analyser, il est possible d’etudier I’exposition 
aux xenobiotiques pendant plusieurs semaines a plusieurs 
mois. L’analyse capillaire segmentaire permet de contro- 
ler des variations de consommations ou de controler une 
abstinence sur une periode de temps donnee. Les che- 
veux sont parfois la seule matrice exploitable, notamment 
lorsque les prelevements biologiques sont realises bien trop 
longtemps apres la prise de substance pour que celle-ci 
soit encore mesurable dans le sang ou I’urine. 
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Figure 1 - Follicule pilo-sebace - Migration des xenobiotiques. 
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3 La preparation en ligne 
desechantillons (PEL) 


L’ extraction-purification des matrices analysees est une 
etape decisive dans I’identification des xenobiotiques 
dans le cadre d’un criblage toxicologique. En chroma- 
tographie, I’elimination des composants endogenes 
dus a la matrice est particulierement importante car 
ces derniers provoquent une deterioration rapide des 
performances de la colonne analytique et du detecteur 
(saturation, augmentation du bruit de fond). Une des 
limites du couplage a la spectrometrie de masse est sa 
susceptibility a I’effet matrice. L’effet matrice va perturber 
I’analyse qualitative et quantitative et par consequent 
risque de compromettre la validity des resultats obtenus. 
Pour eliminer les composes interferents, plusieurs tech- 
niques de preparation d’echantillon sont disponibles: 
precipitation des proteines endogenes, extraction liquide- 
liquide (LLE), extraction solide/liquide (SPE), extraction 
en ligne par chromatographie en flux turbulent. Dans 
notre laboratoire, la preparation en ligne des echantil- 
lons (PEL) est utilisee en routine, couplee a des chaines 
analytiques HPLC-SM/SM, depuis de nombreuses 
annees, pour le dosage des medicaments, des stupe- 
fiants ou autres toxiques (cyanures, glycols...) [11-15]. 
Le couplage de la preparation en ligne (PEL) avec des 
techniques sensibles et specifiques comme la chroma- 
tographie liquide couplee a la spectrometrie de masse 
(par exemple, HPLC-SM/SM, UPLC-Q-TOF), permet 
de simplifier en amont, la preparation d’echantillons 


biologiques complexes [16]. L’objectif de ce couplage 
est d’automatiser les etapes d’extraction, de concentra- 
tion et de purification d’echantillons biologiques (sang, 
plasma, serum, urine, cheveux...), sans rupture entre la 
phase preparative et la phase analytique. Les particules 
de grosse granulometrie (30 - 60 pm) des colonnes de 
type LPS («large particle support »), autorisent des debits 
eleves sans generer de fortes pressions. Les proteines et 
autres substances hydrophiles traversent la colonne alors 
que les petites molecules sont retenues par interaction 
hydrophobe. Ce concept est nomme « turbulent flow 
chromatography » (chromatographie en flux turbulent). 

Les colonnes LPS polymeriques de type HLB (copoly- 
mere de divinylbenzene-N-vinyl-pyrrolidone), possedent 
a la fois des proprietes hydrophiles et hydrophobes, 
d’ou une grande polyvalence d’emploi; ces colonnes 
n’etant, de plus, absolument pas limitees par une echelle 
de pH. L’interet de la PEL reside dans I’unification des 
colonnes (extractives et analytiques) et des phases 
mobiles utilisees. Les echantillons biologiques doivent 
autant que possible etre dilues dans I’eau, les avantages 
de la dilution etant multiples: dissociation des liaisons 
proteiques, diminution des effets matrices, amelioration 
du rapport signal sur bruit et de la resolution des pics 
chromatographiques. Par sa polyvalence, la PEL est 
parfaitement adaptee a des analyses pharmaco-toxico- 
logiques en serie dans le cadre d’un suivi therapeutique, 
ou a des analyses ponctuelles : suspicion d’intoxication 
aigue, dosage dans des matrices alternatives comme 
les cheveux, etude du metabolisme et des variabilites 
intra- et interindividuelles. 
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La spectrometrie de masse 
a haute resolution 

Depuis maintenant quelques annees, les couplages de sys- 
temes chromatographiques avec des analyseurs mesurant 
la masse exacte (Am < 5 ppm) se developpent (Temps de vol 
ou TOF, Orbitrap) offrant de nouveaux champs d’investiga- 
tion en toxicologie analytique [17-24]. Pour une application 
de criblage, le seul mode d’acquisition possible pour un 
instrument de spectrometrie de masse simple est le mode 
balayage. ^utilisation d’un instrument permettant la mesure 
de masses exactes comme un TOF ou I’Orbitrap donnera 
done un spectre de masse correspondent aux ions pseudo- 
moleculaires generes dans la source a chaque instant. Cette 
strategie est tres interessante, puisque meme si Identifica- 
tion repose sur une base de donnees, elle permet d’acquerir 
(’information de maniere non ciblee, et laisse done la pos- 
sibility de chercher a posteriori des substances inconnues 
au moment ou I’analyse a ete faite. Cependant, I’acquisition 
d’un temps de retention et d’un seul ion, meme avec une 
tres grande precision de mesure, n’est generalement pas 
suffisante pour acquerir le nombre de points d’identification 
(IP) necessaire [25]. Les analyseurs haute resolution (High 
Resolution ou HR) peuvent etre couples a un quadripole, pour 
former un instrument hybride de type Q-TOF ou Q-Orbitap 
[26-29]. Cette configuration permet d’acquerir des spectres 
de fragmentation, en selectionnant un precurseur dans le 
quadripole, puis en le fragmentant dans une cellule de col- 
lision avant de I’analyser sur le TOF ou I’Orbitrap. Le suivi 
d’un fragment particular, ou pseudo-SRM, permet en outre 
d’effectuer des applications quantitatives. L’application suc- 
cessive d’une basse et d’une haute energie de collision va 
permettre d’acquerir a la fois la masse de I’ion parent, et la 
masse de plusieurs de ses fragments [30-31]. Le traitement 
des donnees acquises par un spectrometre de masse HR 
repose sur le fait qu’un atome a une masse egale a la somme 
des masses de ses nucleons, moins la masse correspondent 
a leur energie de liaison. Cette difference entre la masse 
des nucleons et la masse de I’atome est nominee defaut 
de masse («mass defect»). La masse d’un atome n’etant 
alors pas directement proportionnelle a son numero, il en 
resulte que chaque assemblage d’atomes aura une masse 
distincte. La mesure d’une masse exacte permet de calculer, 
en tenant compte de I’incertitude de mesure, la formule brute 
du compose detecte, qui peut etre confirmee par Panalyse du 
motif isotopique. Une formule brute pouvant correspondre 
a plusieurs formules developpees, le temps de retention de 
I’analyte est indispensable pour pouvoir I’identifier. La detec- 
tion de fragments permet de conforter I’identification et de 
distinguer des isomeres. Par consequent, bien que I’acquisition 
des donnees soit non ciblee, I’analyse des resultats consiste 
generalement en une recherche ciblee des substances d’inte- 
ret. De plus, la formule brute d’une nouvelle substance est 
suffisante pour extraire de fagon tres selective un pic chro- 
matographique non detecte initialement. Pour la recherche 
non ciblee de substances d’interet, il existe une seconde 
approche tres interessante, la filtration des donnees par leur 
defaut de masse («mass defect filtering »). Le principe repose 
sur le fait qu’une modification de structure (demethylation, 
hydroxylation. . .) peut entraTner une importante variation de 


masse, sans que le defaut de masse ne soit significativement 
modifie. La filtration des donnees par leur defaut de masse 
consiste done a rechercher toutes les structures presen- 
tant un defaut de masse proche (par exemple, ± 50 mDa) 
de celui d’un compose de base. Si cette approche a un interet 
evident pour la recherche de metabolites, qui permettent de 
caracteriser une consommation, elle est aussi tres interes- 
sante pour Panalyse des nouvelles drogues de synthese [1 7]. 

Applications du couplage 
UPLC-QTOF avec PEL 


Le couplage des analyseurs hybrides type Q-TOF avec 
les techniques de chromatographie liquide de type UPLC 
reduit considerablement le temps d’acquisition et apporte 
ainsi de la robustesse au criblage toxicologique. Notre 
laboratoire de pharmaco-toxicologie est equipe depuis 
3 ans d’une chaine UPLC-XEVO® G2 Q-TOF (Waters®, 
Guyancourt, France) avec un systeme de preparation en 
ligne des echantillons. La configuration de cette chaine 
UPLC-Q-TOF (decrite ci-dessous) en fait un outil analy- 
tique « polyvalent » permettant de realiser des analyses 
qualitatives ou quantitatives, sur des matrices plus ou 
moins complexes, biologiques (sang, urine, cheveux,...) 
ou non (produits stupefiants par exemple). 

4.1. Materiel et methodes 

4.1 .1 . Preparation des echantillons 

Pour le sang et les urines, la prise d’essai est de 50 pL 
auxquels sont ajoutes 50 pL d’une solution d’etalons 
internes deuteres. Apres homogeneisation, 900 pL 
d’eau milliQ sont ajoutes. Le melange est vortexe puis 
deproteinise avec 50 pL d’acide sulfosalicylique a 5 %. 
Apres centrifugation, 1 00 pL de surnageant sont injectes 
dans le systeme UPLC-QTOF. Pour les cheveux, 1 0 mg sont 
laisses 1 2 heures a temperature ambiante dans 200 pL de 
tampon Sorensen (pH = 6,8) contenant les etalons deuteres. 
Apres 2 heures aux ultra-sons et centrifugation, 1 00 pL de 
surnageant sont injectes dans le systeme UPLC-QTOF. 

4.1.2. Extraction en ligne et analyse 
chromatographique 

L’ extraction-purification en ligne du surnageant s’effectue 
sur une colonne Oasis HLB (20 x 2,1 mm ; 25 pm, Waters). 
Le chargement de I’echantillon sur I’Oasis HLB s’effectue 
a un debit de 2 mL/min pendant 30 secondes avec une 
solution aqueuse ammoniaquee (0,2 % d’ammoniac). Apres 
I’elution des solutes a contre-courant (« back flush ») sur la 
colonne analytique, I’Oasis HLB est rincee avec un melange 
methanol-eau/acide formique 0,1 % (90-1 0 ; v/v). La phase 
mobile employee est un gradient d’elution d’acetonitrile- 
acide formique 0,1 % et de formiate d’ammonium 5 mM 
(pH 3,0). La separation chromatographique est effectuee 
en chromatographie liquide ultrahaute performance sur 
une chaine analytique ACQUITY® UPLC (Waters®, Guyan- 
court, France) equipee d’une colonne ACQUITY® HSS 
Cl 8 150 mm x 2 mm x 1,8 pm (Waters®, Guyancourt, 
France) maintenue a 50 °C dans un four thermostate. 
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Tableau II - Parametres de source et d’acquisition 
du XEVO® G2 QTOF (Waters®) 

Parametres de source 

Parametres d’acquisition 

Ionisation: ESI + 

Mode d’acquisition: MS e 

Tension du capillaire: 0,3 kV 

Tension de cone: 20 V 

Temperature de la source: 120 °C 

Fonction 1 : 

- Gamme de masse 100-1 000 m/z 

Debit de cone gaz: 20 L/h 

Fonction 2: 

- Gamme de masse 50 - 1 000 m/z 

- Rampe de collision : 1 0 - 40 eV 

Temperature de desolvatation : 550 °C 

Debit de gaz de desolvatation : 800 L/h 


Tableau 1 - Conditions du gradient analytique UPLC 

Temps (min) 

Phase A (%) 

Phase B (%) 

0 

97 

3 

0,5 

97 

3 

4,2 

70 

30 

9 

50 

50 

9,5 

0 

100 

13,5 

0 

100 

14 

97 

3 

Phase A: tampon formate d’ammonium 5 mM (pH = 3) 
Phase B: acetonitrile - acide formique 0,1 % 


L’elution de la colonne est faite par un gradient acetoni- 
trile/0,1 % acide formique - tampon formate d’ammonium 
5 mM (pH 3,0), a un debit de 0,375 mL/min (tableau I). 
La duree d’un cycle analytique est de 18 min. 

4.1 .3. Acquisition 

Apres ionisation en mode electrospray positif, (’acquisi- 
tion se fait en mode MS E par un spectrometre de masse 
hybride quadripole - temps de vol XEVO® G2 Q-TOF 
(Waters®). Les principaux reglages sont preserves dans 
le tableaull . Le mode MS E (I’abreviation «E» faisant 
reference a I’energie de collision) effectue une double 
acquisition permettant de collecter simultanement les 
informations de masse exacte sur les ions precurseurs 
et leurs ions fragments: la premiere fonction (fonctionl) 
acquiert, a faible energie de collision, les spectres de 
masse exacte des ions moleculaires protones [M + H]+ 
et la seconde (fonction 2) acquiert les spectres de masse 
exacte des ions fragments produits par I’application d’une 
rampe d’energies plus elevees [32-33]. 

4.2. Screening cible dans des matrices 
biologiques et non biologiques 


la quantification des substances stupefiantes identi- 
fies dans le sang et les urines par un calcul du rapport 
[(surface pic stupefiant) / (surface pic stupefiant deutere)] ; 
calcul effectue via le logiciel QuanLynx® (Waters®). 

4.2.2. Cheveux 

La solution d’etalons internes employee pour ce monitoring 
cible est preparee dans du tampon Sorensen (pH 6,8). Elle 
est composee des 26 molecules stupefiantes deuterees 
utilisees pour I’analyse du sang et des urines, et d’un 
melange de substances medicamenteuses psychotropes 
et de leurs metabolites deuteres (benzodiazepines, zolpi- 
dem, ISRS, imipraminiques, neuroleptiques,...), permettant 
la quantification simultanee de ces substances si elles 
sont identifies dans is cheveux, par un calcul du rap- 
port [(surface pic analyte) / (surface pic analyte deutere)] ; 
calcul effectue via le logiciel QuanLynx® (Waters®) (figure 2). 
Dans le cas ou les analytes mis en evidence n’ont pas 
d’equivalents deuteres, un dosage avec une gamme eta- 
lon specifique est realise en HPLC-SM/SM. Cette prepa- 
ration d’echantillon avec le tampon Sorensen contenant 
un melange d’analytes deuteres est egalement applicable 
aux visceres en toxicologie medico-igale. 


4.2.1 . Sang et urines 
L’identification des 
composes s’effectue 
par comparaison des 
temps de retention et 
des spectres MS E par 
rapport a une biblio- 
theque contenant plus 
de 1 000 molecules 
meres medicamen- 
teuses, stupefiantes, 
phytosanitaires... , 
et leurs metabolites. 
La solution d’etalons 
internes utilisee pour ce 
monitoring cible est com- 
posee de 26 molecules 
stupefiantes deuterees 
(opiaces, amphetamines, 
cocainiques, buprenor- 
phine, methadone...), 
permettant, simulta- 
nement au criblage, 


Figure 2 - Screening d’une matrice biologique complexe (cheveux) en UPLC-Q-TOF et 
quantification des medicaments identifies par rapport a leurs equivalents deuteres. 
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Figure 3 - Screening d’une matrice non biologique (cocaine) en UPLC-Q-TOF. 
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^Amph£t*aiilll! DT(2I ID£fiiy8N, m/z 141.1440, Fragment m/z 93.0673, 339 min) 
v^Ndf^Buprenorphine D3 (2H3^HH32N04, m/z 417.2833, Fragment m/z 417.2819, 5.54 min) 
^Cocaine (C17H21N04, m/z 304. lWSL Fragment m/z 182.1181, 532 min) 

Cocaine-03 (2H3C17H18N04, m/z 30*1737, Fragment m/z 185.1371, 532 min) 


^04, m/z 290.1392, Fragment m/z 168.1025, 4.40 min) 

^z 293.1581, Fragment m/z 171.1214, 4.40 min) 

L.1894, Fragment m/z 1991524, 6.05 min) 

I7N03, m/z 200.1287, Fragment m/z 182.1181, 2.21 min) 
p, m/z 203.1475, Fragment m/z 185.1366, 221 min) 

02, m/z 182.1181, Fragment m/z 182.1191, 234 min) 

, Fragment m/z 1241128, 5.02 min) 


♦ 


V^Benzoylecgonine ( Cocaine-M ) (C16Hr 
yf Benzoylecgonine-D3 (2H3C16H16N04, 

^cocaethylene-D3 (2H3C18H20NO4, m/z 3 
v^Ecgonine methyl ester (Cocaine-M) (C10I 
V^Ecgonine methyl ester-D3 (2H3C10H14N' 

^Anhydroecgonine methyl ester (C10H15I 
V^Tropacocaine (C15H19N02, m/z246.14j 

^Cinnamoylcocaine (C19H23N04, m J ^30.1705, Fragment m/z 330.1710, 6.37 min) 

Cocaine-M (Nor) (C16H19N04, m>/290.1392. Fragment m/z 168.1025, 5.49 min) 

^S«^ine-D3 (2H3C18H18N03^/z 303.1788, Fragment m/z 303.1791, 3.55 min) 
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^/6-Acethyl-codeine-D3 (2H3C20H20N04, m/z 345.1894, Fragment m/z 345.1896, 514 min) 

^Dihydrocodeine-D6 (2H6C18H17N03, m/z 308.2133, Fragment m/z 248.1369, 3.65 min) 

</Heroine-D9 (2H9C21H14N05, m/z 3792219, Fragment m/z 3792212, 5.00 min) 

Ketamine D4 (2H4C13H12NOCI, m/z 242.1250, Fragment m/z 224.1149, 4.49 min) 

12H46^WlJQJ^IOCI, m/z 228.1093, Fragment m/z 211.0832, 4.36 min) 

^ Levamisole /Tetramisole P02 (veto; produit de coupage) (C11H12N2S, m/z 205.0799, Fragment m/z 178.0696, 331 min) 
l^rn/z 213.1651, Fragment m/z 136.0504, 432 min) 

</MDA d5 (2H5C10H8NO2, m/z 185.1338, Fragment m/z 168.1073, 330 min) 

</MDEA D5 (2H5C12H12N02, m/z 2131651, Fragment m/z 163.0760, 4.39 min) 

MDMA D5 (2H5C11H10NO2, m/z 199.1495, Fragment m/z 165.0889, 4.20 min) 

^/Mephedrone (4-MMC) D3 (2H3C11H12NO, m/z 181.1420, Fragment m/z 148.1077, 4.40 min) 

Methadone N02A (C21H27NO, m/z 310.2171, Fragment m/z 2651592, 816 min) 

^methadone D3 (2H3C21H24NO, m/z 313.2359, Fragment m/z 3132371, 8.16 min) 

methadone -M-EDDP D3 (2H3C20H20N, m/z 2812097, Fragment m/z 2812109, 7.25 min) 

^Methamphetamine D5 (2H5C10H10N, m/z 155.1597, Fragment m/z 92.0612, 4.10 min) 

Morphine B3 glucuronide D3 (2H3C23H24N09, m/z 465.1952, Fragment m/z 289.1635, 2.23 min) 
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Phenacetine *1983 coupage drogufe (C10H13NO2, m/z 180.1025, Fragment m/z 110.0606, 6.34 min) 


Composition 

♦ cocaine et impuretes de svnthese 
cocaine 54,4 % 
benzoylecgonine 0,12 % 
cinnamoylcocaine 0,55 
tropacocaine0,63 % 
norcocaine 0,09 % 

♦ produits de coupe 
levamisole : 20,1 % 
phenacetine 2,3 % 


4.2.3. Matrices non biologiques 

Les plus frequemment analysees sont des matieres 
premieres retrouvees a proximite des victimes d’une 
intoxication aigue (overdose) : produits stupefiants sous 
forme de poudre (heroine, cocaine par exemple) ou de 
comprimes (ecstasy par exemple). Comme precedem- 
ment pour les matrices biologiques, (’utilisation d’un 
melange de stupefiants deuteres permet, simultanement 
au criblage, de titrer les produits stupefiants identi- 
fies. D’autre part, la bibliotheque de spectres a notre 
disposition, permet de caracteriser des impuretes de 
synthese des drogues (par exemple: noscapine, papa- 
verine, 6-acetylcodeine, acetylthebaol, pour I’heroine; 
cinnamoylcocaine, tropacocaine pour la cocaine) et de 
nombreux produits adulterants (paracetamol, cafeine, 
levamisole, phenacetine, benzocaine, procaine, atro- 
pine...) (figure 3). La recherche de metabolites (decrite 
ci-dessous) a permis d’enrichir cette bibliotheque avec 
les analytes issus du metabolisme de ces produits de 
coupe, par exemple, I’hydroxylevamisole-glucuronide. 
Autres matieres premieres analysees dans notre labo- 


ratoire, des comprimes ou gelules extraits d’un liquide 
de lavage gastrique (ou du contenu gastrique en toxi- 
cologie medico-legale), permettant d’identifier la ou les 
substances medicamenteuses ou toxiques ingerees 
par le patient. 

4.3. Recherche de metabolites 
La recherche systematique des metabolites est realisee 
en mode MS E . Les chromatogrammes et les spectres de 
masse MS E sont exploites avec les logiciels de decon- 
volution MetaboLynx® dedie a la recherche de metabo- 
lites, et MassFragment® pour I’etude des mecanismes 
de fragmentation (Waters®). Le logiciel MetaboLynx® 
repertorie les voies metaboliques connues permettant 
ainsi, a partir de la formule brute d’une molecule mere, 
le calcul de la masse exacte des metabolites connus 
puis de les extraire au sein d’un chromatogramme [32- 
33]. MetaboLynx® presente les masses calculees (theo- 
riques), mesurees, les temps de retention, les surfaces 
des pics, les spectres de masses pour chacun des meta- 
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bolites recherches. Le spectre moyenne de chaque pic 
de metabolite suspecte acquis a haute energie de colli- 
sion (rampe de 10 a 40 eV) est analyse avec la fonction 
MassFragment®. Une analyse comparative est faite sur 
les 20 fragments les plus abondants de chaque spectre 
de masse. Celle-ci consiste a verifier, avec les regies de 
fragmentations connues en spectrometrie de masse, la 
coherence des fragments obtenus avec la formule deve- 
loppee de chaque metabolite recherche. En fin d’analyse, 
pour chaque fragment le logiciel propose une « formule 
developpee» pour le fragment en lien avec la formule 
developpee de ce metabolite, dessinee via le logiciel de 
modelisation moleculaire Chemsketch® (ACD Labs). Une 
masse exacte est calculee, un ecart de masse inferieur 
a 3 ppm par rapport a la masse mesuree est considere 
comme acceptable. Les principales applications de cette 
recherche de metabolites dans notre laboratoire sont le 
diagnostic d’une soumission chimique, la caracterisa- 
tion des metaboliseurs lents-rapides, la differenciation 
de xenobiotiques de meme masse monoisotopique via 
leurs metabolites respectifs. 

4.3.1 .Soumission chimique 

La soumission chimique ou medicamenteuse se definit 
comme (’administration de substances psychoactives a 
I’insu de la victime ou sous la menace, a des fins crimi- 
nelles ou delictuelles. Pour I’agresseur, un produit ideal doit 
notamment avoir une demi-vie courte, etre soluble dans 
les boissons, agir sur la memoire de la victime (amnesie 
anterograde partielle ou totale des faits). Les substances 
les plus frequemment identifies en France sont les ben- 
zodiazepines (bromazepam, oxazepam, clonazepam...) 
et substances apparentees (zolpidem, zopiclone). La 
victime aura du mal a se rappeler precisement des faits 
et tardera a porter plainte, retardant ainsi la collecte des 
prelevements biologiques hypothequant fortement la 
detection du produit. Le metabolisme des xenobiotiques 
conduit a des composes plus polaires facilitant leur eli- 
mination dans les urines. Peu de medicaments sont 
retrouves inchanges dans les urines. Pour le toxicologue 
analyste, la caracterisation de la substance administree 
a I’insu de la victime, par I’analyse des prelevements 
biologiques est extremement difficile compte tenu des 
proprietes physicochimiques et cinetiques des molecules 
les plus frequemment employees (faible quantite, demi- 
vie courte). La qualite et la precocite des prelevements 
biologiques sont determinantes pour les analyses. En 
pratique, le toxicologue regoit souvent du sang et des 
urines preleves plusieurs jours, voire une semaine apres 
les faits. L’elargissement de la fenetre de detection d’un 
produit dans les urines passe par la caracterisation des 
metabolites, le plus souvent presents plus longtemps et 
en beaucoup plus grande quantite. Par exemple, le zol- 
pidem, substance hypnotique, qui a une demi-vie courte 
(T i/2 = 1,4- 4,5 h), est metabolise en deux principaux 
metabolites, I’hydroxy-l-phenylzolpidem et l’hydroxy-2- 
phenylzolpidem. 48 a 67 % de la dose administree de 
zolpidem sont elimines dans les urines sous forme de ces 
deux metabolites, qui peuvent etre detectes pendant plus 
de 4 jours apres une prise unique de cet hypnotique [34]. 
Les benzodiazepines font partie des psychotropes les 


plus frequemment identifies dans les cas de soumission 
chimique, en particulier le bromazepam. Le bromazepam 
est initialement metabolise par hydroxylation (3-hydroxy- 
bromazepam, metabolite actif) et par clivage du cycle 
diazepine [(2-(2-amino-5-bromo-3-hydroxybenzoyl) pyri- 
dine]. Ces metabolites sont ensuite glucuroconjugues, 
aboutissant a des substances hydrosolubles eliminees 
dans les urines. La fraction de bromazepam eliminee dans 
les urines sous forme inchangee, est negligeable (2 %) par 
rapport aux derives glucuroconjugues du 3-hydroxybro- 
mazepam et du 2-(2-amino-5-bromo-3-hydroxybenzoyl) 
pyridine, qui represented respectivement 27 % et 40 % 
de la dose administree. Apres une dose unique de broma- 
zepam, ses metabolites peuvent etre detectes pendant 
au moins 3 jours apres I’administration [34]. 

4.3.2. Polymorphisme des enzymes du metabolisme 
des medicaments 

La vitesse de transformation des xenobiotiques par les 
cytochromes hepatiques est influencee par des facteurs 
genetiques. Les cytochromes de la famille 2 tels que les 
CYP2C9, 2C1 9 et 2D6 sont sujets a des polymorphismes 
et ainsi de bons exemples de I’influence de la genetique 
sur les concentrations et les effets des medicaments. 
Les mutations peuvent conduire aux phenotypes predits 
de metaboliseurs lents ou normaux avec le CYP 2C9, 
alors que sont identifies des metaboliseurs lents, inter- 
mediates, rapides ou ultra-rapides avec le CYP 2D6. 
Les consequences pharmacologiques dependent de la 
substance impliquee ; par exemple une substance trans- 
formee en metabolite inactif verra son effet prolonge par 
un metaboliseur lent. En cas d’inefficacite therapeutique 
ou d’effets indesirables inattendus a des posologies 
usuelles, des tests genetiques (phenotypage, genoty- 
page) sont disponibles mais non denues de contraintes. 
La recherche de metabolites, ou leur absence, par un 
criblage en masse exacte, se presente comme une 
alternative interessante a ces tests genetiques. Par 
exemple, si le CYP 2D6 est deficient, la codeine n’est 
pas metabolisee en morphine, il existe alors un risque 
de toxicite sans I’effet analgesique de la morphine. 
A I’oppose, les metaboliseurs ultra-rapides subissent des 
effets marques avec de tres petites doses de codeine. 
Autre exemple, le nebivolol qui subit un metabolisme 
intense et est transforme partiellement en metabo- 
lites hydroxyles actifs. Le nebivolol est metabolise par 
hydroxylation alicyclique et aromatique, N-dealkylation 
et glucuroconjugaison ; de plus, il se forme des glucuro- 
nides avec les metabolites hydroxyles. Le metabolisme 
du nebivolol par hydroxylation aromatique est soumis 
au polymorphisme oxydatif genetique dependant du 
CYP 2D6. La biodisponibilite orale du nebivolol est en 
moyenne de 12 % chez les metaboliseurs rapides et est 
pratiquement totale chez les metaboliseurs lents. A I’etat 
d’equilibre et a la meme dose, le pic de concentration 
plasmatique du nebivolol inchange est 23 fois environ 
plus eleve chez les metaboliseurs lents que chez les 
metaboliseurs rapides. Si Ton prend en consideration 
le medicament inchange et les metabolites actifs, la 
difference du pic de concentration plasmatique est de 
1 ,3 a 1 ,4 fois. Compte tenu de la variation des vitesses 
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Figure 4 - Exemple d’analytes de meme masse monoisotopique: tramadol et desmethylvenlafaxine. 
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(dm = desmethyl) 



de metabolisme, la dose de nebivolol doit toujours etre 
ajustee aux besoins specifiques du patient: les meta- 
boliseurs lents peuvent done avoir besoin de doses 
moindres. A I’oppose, la risperidone et son metabolite, 
la 9-hydroxy-risperidone ont une activite pharmacolo- 
gique similaire. Les metaboliseurs rapides du CYP 2D6 
metabolisent rapidement la risperidone en 9-hydroxy- 
risperidone, alors que les metaboliseurs lents du 
CYP 2D6 la metabolisent beaucoup plus lentement. Bien 
que les metaboliseurs rapides aient des concentrations 
plus faibles en risperidone et plus elevees en 9-hydroxy- 
risperidone que les metaboliseurs lents, la pharmacocine- 
tique de I’ensemble risperidone et 9-hydroxyrisperidone 
(e’est-a-dire de la fraction antipsychotique active), apres 
administrations uniques et reiterees, est similaire chez 
les metaboliseurs rapides et lents. 

4.3.3. Distinction des analytes de masse 
monoisotopique identique 

La spectrometrie de masse exacte est, comme demon- 
tre precedemment, un outil analytique puissant, de part 
sa specificite et sa sensibilite. Toutefois, il est possible 
d’etre confronts a la presence de xenobiotiques de masse 
monoisotopique identique et de structure chimique 
proche compliquant leur separation chromatographique. 
C’est le cas du tramadol et de la venlafaxine demethylee 
(N-desmethyl et O-desmethyl) de formule brute C 16 H 25 NO 2 
(m/z = 263,1885); deux substances medicamenteuses 
frequemment associees dans les matrices biologiques 
analysees en toxicologie hospitaliere. II en est de meme 
pour les metabolites demethyles de ces substances: 
O-desmethyltramadol, N-desmethyltramadol et N-dideme- 
thylvenlafaxine, de formule brute C 15 H 23 NO 2 (m/z = 249,1 729). 
Afin d’identifierformellement la presence de tramadol et/ou 
de desmethylvenlafaxine, la caracterisation de metabolites 


specifiques de ces deux substances medicamenteuses a 
ete realisee via Metabolynx®. Pour le tramadol et la des- 
methylvenlafaxine, le gradient analytique decrit prece- 
demment, permet de separer I’ensemble des molecules 
de meme masse monoisotopique (figure 4). 

3 Conclusion 

Le couplage UPLC-Q-TOF-PEL permet de realiser des 
criblages larges de xenobiotiques dans de nombreuses 
matrices plus ou moins complexes, biologiques (sang, 
urine, cheveux...) ou non (produits stupefiants, comprimes 
non identifies...), en s’appuyant sur une base de donnees 
contenant les informations permettant de les caracteriser. 
Pour les analyseurs haute resolution, cette identification 
repose sur la connaissance d’une formule brute permettant 
de calculer la masse exacte de I’analyte, et d’un temps de 
retention dans des conditions chromatographiques defi- 
nies et standardises. La sensibilite et la specificite des 
detecteurs haute resolution sont egalement potentialisees 
par un couplage avec un quadripole (Q-TOF), permettant 
de generer des fragments specifiques (mode MS E ). Le 
mode MS E permet notamment I’ identification, a posteriori, 
de metabolites specifiques d’un xenobiotique, sans dis- 
poser des solutions standards. La caracterisation de ces 
metabolites permet d’elargir la fenetre de detection d’un 
compose; les metabolites etant presents dans les urines 
en beaucoup plus grande quantite et y persistant plus 
longtemps. L’identification d’un ou plusieurs metabolites 
specifiques permet aussi de confirmer la presence d’un 
xenobiotique donne. 

Conflits d’interets: les auteurs declarent ne pas avoir de liens 
d’interets avec le contenu de cet article. 
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Ethylglucuronide et ethylsulfate, 

marqueurs biologiques de la consommation d’alcool 

Thomas Gicquel a ’ b ’ c , Sylvie Lepage 3 , Isabelle Morel ab ’ c 


Resume 


L’ethanol est la substance psychoactive la plus consommee en France 
et pose de reel probleme de sante publique. La mise en evidence de sa 
consommation par des methodes biologiques peut s’averer importante 
aussi bien dans des contextes cliniques que dans des affaires medico-judi- 
ciaires. L’ ethylglucuronide (EtG) et I’ethylsulfate (EtS) sont des marqueurs 
directs d’une consommation d’ethanol pouvant etre identifiables dans 
differentes matrices biologiques comme le sang, I’urine ou les cheveux, ce 
qui represente un interet majeur a leur utilisation. De plus, leur detection 
peut se faire plusieurs heures voire meme plusieurs jours apres ingestion, 
ce qui permet de mettre en evidence une consommation d’ethanol apres 
que celui-ci ait disparu de I’organisme. Cet article presente de maniere 
synthetique les voies de production de I’EtG et I’EtS lors du metabolisme 
de I’ethanol, les methodes actuellement employees pour leur mise en 
evidence, ainsi que les precautions d’interpretation des resultats et les 
applications du dosage de ces marqueurs dans differents contextes. 

toxicologie, alcool, ethanol, ethylglucuronide, ethylsulfate. 


El Introduction 


Summary 

Ethylglucuronide and ethylsulfate, biomarkers 
of ethanol consumption 

Ethanol is the most frequently psychoactive substance 
used in France, leading to major public health pro- 
blems. Alcohol intake detection might be important 
in a variety of clinical and forensic settings. Interestin- 
gly, ethylglucuronide (EtG) and ethylsulfate (EtS) are 
potentially direct markers of alcohol consumption, 
being detected in various biological samples such as 
blood, urine or hair. Moreover, since their detection 
timeframe corresponds to few hours until several 
days, these two biomarkers can prove ethanol intake 
even after the complete elimination of alcohol from 
the body. We describe herein the metabolic pathway 
of ethanol leading to EtG and EtS production, the 
currently used methods for their determination, the 
precautions in data interpretation and clinical appli- 
cations of the measurement of these two biomarkers 
of alcohol misuse. 

toxicology, alcohol, ethanol, ethylglucuronide, ethylsulfate. 


Bien que la consommation « festive » d’alcool fasse partie 
integrante de la culture frangaise, celle-ci pose un pro- 
bleme majeur de sante publique, notamment lors d’une 
consommation chronique d’ethanol (I’ethylisme) qui entraine 
des risques importants pour la sante. En effet, I’ethylisme 
chronique peut conduire au developpement d’une fibrose 
et cirrhose du foie, a des cancers digestifs et des troubles 
neuropsychiatriques souvent irreversibles, induisant une 
mortalite prematuree. Malgre une consommation en baisse 
depuis plusieurs decennies, I’ethanol reste la substance 
psychoactive la plus consommee en France. Dans le monde, 
2,25 millions de deces (45000 deces en France) sont attri- 
buables a I’alcool chaque annee [1], ce qui en fait la deu- 
xieme cause de mortalite de notre pays, apres le tabac [2]. 
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II est reconnu que plus de 70 millions d’individus dans le 
monde presentent un mesusage de I’alcool [1]. 

Les quantites d’alcool ingerees et les modes de consom- 
mation permettent de distinguer plusieurs populations 
d’individus. Ainsi, le test AUDIT (Alcohol Use Disorders 
Identification Test) developpe par I’OMS (Organisation 
Mondiale de la Sante), qui tient compte a la fois de la fre- 
quence de consommation au cours des douze derniers 
mois, du volume absorbe pendant une journee type de 
consommation et de la frequence des episodes d’alcoo- 
lisation ponctuelle importante, permet de definir quatre 
types de buveurs: 1) les abstinents et buveurs occasion- 
nels sans risque, 2) les buveurs reguliers sans risque, 3) les 
buveurs festifs, a risque ponctuel et 4) les buveurs nocifs, a 
risque chronique. Les buveurs « a risque ponctuel » boivent 
habituellement moins que les recommandations maximales 
courantes (moins de 30 g ou de 3 doses d’ethanol / jour) 
mais peuvent parfois boire au cours d’une soiree six verres 
ou plus (> 60 g d’ethanol), il s’agit de « binge drinking » 
courant chez les jeunes ou une grande quantite d’alcool 
est prise au cours d’une fenetre de temps tres courte. 
Les buveurs «a risque chronique », quant a eux, boivent 
regulierement plus que les recommandations courantes 
(> 30 g d’ethanol / jour) ou au moins une fois par semaine, 
six verres ou plus sur I’ensemble de la journee [3]. 
Sachant qu’un tiers des deces lies a la prise d’alcool 
correspond a des accidents, I’aspect medicolegal de la 
consommation d’ethanol est tres important, notamment du 
point de vue de la conduite automobile. Les delits routiers 
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Figure 1 - Metabolisme oxydatif de P ethanol (d’apres [2]). 
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sous I’influence de I’alcool sont une preoccupation majeure 
des forces de I’ordre et la recente modification de la regie- 
mentation avec la baisse de la limite legale de I’alcoolemie 
chez les jeunes conducteurs a 0,20 g/L en est Illustration. 
Bien que la mesure de la concentration sanguine d’alcool 
et celle dans Pair expire soient les methodes les plus 
couramment employees pour determiner (’impregnation 
alcoolique d’un individu, il n’en reste pas moins que I’uti- 
lisation d’autres marqueurs de la consommation d’alcool 
s’avere necessaire dans d’autres situations, notamment 
lors du suivi de I’abstinence chez I’alcoolique chronique, 
comme nous le decrirons ulterieurement dans cet article. 
Parmi ces marqueurs d’exposition a I’alcool, ceux issus 
directement du metabolisme de I’ethanol, I’ethylsulfate 
(EtS) et de I’ethylglucuronide (EtG), presentent des interets 
majeurs que nous allons presenter, en developpant leurs 
avantages et applications ainsi que les limites d’utilisa- 
tion et les precautions d’interpretation des resultats de 
leur dosage. 

3 Production de I’ethylglucuronide 
et de I’ethylsulfate lors 
du metabolisme de I’ethanol 

Apres ingestion, I’ethanol est absorbe au niveau de I’esto- 
mac (environ 10 %) et surtout au niveau du duodenum et 
du jejunum proximal (70 a 80 %), c’est-a-dire le debut de 
I’intestin grele. L’ ethanol atteint ensuite le foie par la veine 
porte puis la circulation generale. Apres la prise d’alcool, le 
pic de concentration sanguine est atteint en moyenne entre 
45 a 60 minutes. L’ ethanol se distribue rapidement dans 
tout I’organisme notamment dans les differents comparti- 
ments tres vascularises de I’organisme comme le cerveau, 
les poumons et le foie, ou il penetre par simple diffusion du 
fait de sa forte liposolubilite au travers des membranes. Le 


volume de distribution est en moyenne de 0,5 L/kg chez la 
femme et de 0,6 L/kg chez I’homme. Une faible proportion 
d’ethanol est eliminee sous forme inchangee par la sueur, 
la respiration ou Purine, mais la majorite de I’ethanol est 
metabolisee, principalement par oxydation au niveau du 
foie. Le metabolisme hepatique elimine plus de 80 % de 
I’alcool ingere grace a trois grandes etapes. Dans un premier 
temps, P ethanol est oxyde par I’alcool deshydrogenase 
(ADH) en acetaldehyde (CH 3 CHO), qui est un metabolite 
hautement toxique dans le cytoplasme de I’hepatocyte. 
Dans un deuxieme temps, I’acetaldehyde est transforme 
en acetate (CH 2 COO-) par I’aldehyde deshydrogenase 
(ALDH2), essentiellement dans la mitochondrie, puis dans 
un troisieme temps, I’acetate produit dans le foie, est libere 
dans la circulation sanguine et enfin lui-meme oxyde par 
les tissus peripheriques en dioxyde de carbone (C0 2 ) et 
en eau au cours du cycle Krebs (figure 1). 

Parallelement, il existe une autre voie metabolique dite 
metabolisme non oxydatif de I’ethanol, voie minoritaire 
aboutissant a la formation d’esters ethyliques d’acides 
gras (FAEE), de phosphatidylethanol (PHEt), de I’ethylsul- 
fate (EtS) et de I’ethylglucuronide (EtG). Ces composes 
correspondent aux marqueurs dits « directs » de I’impre- 
gnation ethylique. L’EtG (ethyl p-D-6-glucuronide) est un 
metabolite de phase II, qui est issu de la conjugaison de 
I’ethanol avec un acide glucuronique via les UDP-glucu- 
ronyl tranferases (UGT) du reticulum endoplasmique de 
I’hepatocyte (figure 2). Bien qu’elle soit souvent plus faible 
que la glucuroconjugaison, la sulfoconjugaison est une 
voie primordiale de detoxification des xenobiotiques par 
metabolisme de phase II. Ainsi, I’ethanol va etre biotrans- 
forme par les sulfotransferases (SULTs) cytosoliques en un 
metabolite sulfoconjugue, I’ethylsulfate (EtS) [4] figure 2). 
Les autres marqueurs dits «indirects» dont les varia- 
tions biologiques peuvent resulter d’une consomma- 
tion d’alcool sont plus couramment utilises et corres- 
pondent aux enzymes hepatiques (7-GT et transaminases), 
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a la transferrine desialylee ou transferrine deficiente en 
carbohydrates (CDT) et au volume globulaire moyen (VGM). 
Ceux-ci sont determines et exploites dans des conditions 
de recueil et de stockage d’echantillons standardises au 
laboratoire. Ces derniers presentent cependant I’inconve- 
nient de ne pas etre exploitables et interpretables dans 
certaines situations. En effet, ces marqueurs indirects 
ne sont utilisables que dans le sang de I’individu vivant, 
ceux-ci n’etant pas interpretables en post-mortem [2]. 

3 Variability inter-individuelle 
de production de I’EtG et I’EtS 


L’UDP-glucuronosyl transferase (UGT) et la sulfotransfe- 
rase (SULTs) sont sujettes a un polymorphisme genetique 
pouvant influencer le profil de production de I’EtG et de 
I’EtS selon les individus [4]. De plus, une etude recente 
a montre que la biotransformation de I’ethanol en EtG 
par les UGT etait sous I’influence des composants nutri- 
tionnels [5]. Les differences ethniques, en particulier le 
deficit enzymatique bien connu chez les Asiatiques, et les 
differences hommes/femmes sont aussi des facteurs de 
variability du metabolisme de I’ethanol et par consequent 
de la production des marqueurs en question. Malgre ces 
variations, il a ete montre que la quantity d’EtS elimine 
dans les urines etait bien correlee a celle d’EtG [4], meme 
si le rapport EtG /EtS peut varier d’un individu a I’autre de 
0,3 a 6,1 ce qui represente un intervalle de valeurs assez 
large. Ainsi, les resultats du dosage de ces marqueurs 
doivent etre interpretes avec precaution. 


£] Les marqueurs directs 
de la consommation d’alcool: 
EtG et EtS 


L’EtG et I’EtS represented moins de 0,5 % de I’alcool 
elimine. Ces deux metabolites de phase II sont produits 
chaque fois qu’un individu ingere, absorbe ou inhale de 
r ethanol. Sachant que I’EtG et I’EtS s’accumulent a la 
suite d’une consommation chronique d’alcool, en cas de 
consommation importante ou repetee, leur delai de detec- 
tion est plus long que celui de I’alcool, ce qui represente un 
interet a leur dosage. En effet, en raison d’une elimination 
plus lente de ces metabolites que celle de I’ethanol, I’EtG et 
I’EtS sont retrouves dans les fluides biologiques alors que 
I’alcool a lui-meme disparu de I’organisme, ce qui en fait de 
bons marqueurs d’une consommation ancienne d’alcool. 

Les fenetres de temps permettant de mettre en evidence 
une consommation d’alcool sont relativement faibles lorsque 
I’analyse correspond au dosage de I’ethanol. Ainsi, I’alcool 
peut etre detecte jusqu’a 4-6 h dans I’air expire, 10-12 h 
dans le sang et 18 a 24 h dans les urines. Ces faibles 
delais peuvent poser probleme dans certaines situations, 
notamment dans un cadre medicolegal. L’orientation vers 
d’autres marqueurs d’exposition a I’alcool prend alors tout 
son interet. L’EtG et I’EtS peuvent etre detectes dans les 
fluides biologiques quelques heures apres consommation 
d’alcool et sont encore detectables jusqu’a 80 h apres eli- 
mination complete de I’ethanol [6-8]. D’autres etudes ont 
montre que la fenetre de detection de I’EtG dans le sang 
pouvait aller jusqu’a 36 h apres (’elimination complete de 
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I’alcool et jusqu’a 5 jours dans les urines [9-10] et cela 
de maniere dose-dependante [11]. Ainsi, I’identification 
simultanee d’EtG et d’EtS dans les urines indique que la 
personne a consomme de I’alcool [12]. 

Bien que dependants de la technique analytique employee, 
les seuils de positivite couramment retenus dans les 
urines sont de 0,1 mg/L pour I’EtG et de 0,05 mg/L pour 
I’ EtS. Ceux-ci permettent de detecter la consommation 
d’un a deux verres (ou unites d’alcool) durant les 24 der- 
nieres heures [13]. Pour une application clinique, des 
cut-offs plus eleves de I’ordre de 0,5 mg/L peuvent etre 
fixes afin de diminuer le risque de resultats faussement 
positifs [14]. 

3 Precautions de T interpretation 
des resultats: Stability, production 
in vitro, faux positifs et faux negatifs 

L’EtG et I’EtS sont relativement stables in vitro lorsque 
les echantillons sont stockes refrigeres [15]. Une fois 
glucuronoconjugues ou sulfoconjugues, ces composes 
ne sont plus volatils, contrairement a I’ethanol, ainsi il 
n’existe plus de risque d’evaporation. Cependant, il peut 
y avoir production d’EtG au cours de la conservation de 
I’echantillon ou en post-mortem , notamment par fermenta- 
tion. Ainsi chez les diabetiques presentant une glucosurie, 
la fermentation du sucre du tractus urinaire en presence 
de Candida albicans produit de I’ethanol, conduisant a 
la possibility de detecter ses marqueurs dans les urines 
[16]. Dans d’autres situations, a I’inverse, I’EtG et I’EtS 
sont sujets a I’hydrolyse bacterienne notamment dans les 
urines contaminees par E. coli ou Clostridium sordellii lors 
d’infections urinaires, ce qui conduit a une diminution de 
concentration [17-18]. 

D’une maniere generate, la stability de I’EtG depend de la 
matrice, de la temperature de conservation (transport et 
stockage des prelevements) et de la presence de conser- 
vateurs (fluorures). Ainsi, il est recommande un stockage 
des echantillons a +4 °C dans des conditions evitant la 
proliferation bacterienne en presence de conservateurs tels 
que les fluorures [15], I’acide borique ou la chlorhexidine 
[19]. II convient done d’interpreter les resultats d’EtG et EtS 
en connaissant le risque de faux positifs ou faux negatifs 
dus a une contamination par des microorganismes, a la 
putrefaction ou a la mauvaise conservation de I’echan- 
tillon. Sachant au contraire que I’EtS n’est pas sujet aux 
variations de concentration liees a une production lors de 
mauvaises conditions de conservation, il convient d’effec- 
tuer sa mesure avec celle de I’EtG [1 7]. En effet, la mesure 
simultanee de ces 2 parametres est done particulierement 
importante pour pallier au risque de resultats faussement 
negatifs ou faussement positifs, issus de la conservation 
du prelevement biologique. 

Un autre facteur a prendre en consideration lors de (’inter- 
pretation des resultats concerne les cas d’insuffisance 
renale qui menent a un defaut d’elimination urinaire de 
ces metabolites hydrophiles EtG et EtS et par consequent 
qui conduisent a des concentrations elevees laissant sus- 
pecter une consommation plus recente d’alcool ou plus 
importante que la realite [20]. 


Par ailleurs, il existe un risque de voir apparaitre des echan- 
tillons positifs ne relevant pas d’une consommation d’al- 
cool, notamment lors de (’utilisation de bain de bouche, 
de medicaments contenant de I’ethanol ou de solution 
hydro-alcoolique pour la disinfection des mains. Ceci 
peut conduire a la production d’une faible teneur d’EtG 
susceptible d’etre retrouvee dans les urines. 

3 Les autres matrices biologiques 

L’EtG et I’EtS sont principalement doses dans les urines, 
le sang total ou le plasma. Certaines etudes presentent 
aussi des resultats de dosage dans les « spots » de 
sang seches [21]. Le dosage de ces marqueurs directs 
de consommation d’alcool peut aussi s’effectuer dans 
d’autres matrices biologiques. En effet, apres leur produc- 
tion, ces biomarqueurs peuvent atteindre et s’accumuler 
dans les phaneres comme les cheveux, les poils et les 
ongles [22 - 23] et permettre ainsi la mise en evidence 
d’une consommation chronique d’ethanol. Cependant, 
(’interpretation des resultats s’avere tres delicate [24]. 
Chez le nouveau-ne, la detection d’EtG et d’EtS dans 
le meconium ou les cheveux permet de mettre en evi- 
dence une consommation d’ethanol par la mere pendant 
sa grossesse [25] et I’exposition du foetus au cours des 
derniers mois de la grossesse. 

Une autre matrice, la salive, peut, elle aussi, etre exploitee, 
sachant qu’une etude a montre que le pic de concentration 
de I’EtG, dans les conditions experimentales decrites dans 
I’article, se situait environ 3,5 h apres consommation [26]. 
Dans un cadre medicolegal, en toxicologie post-mor- 
tem, d’autres matrices permettent egalement de mettre 
en evidence la presence d’EtG, comme par exemple 
I’humeur vitree, le liquide cephalorachidien (LCR), la bile, 
le liquide synovial et les organes tels que le foie, le cceur 
et le muscle strie squelettique [27]. Le dosage de I’EtG et 
I’EtS dans la moelle osseuse en complement du dosage 
de I’ethanol semble prometteur dans le domaine medico- 
legal [28]. II a meme ete reporte un dosage de I’EtG dans 
une dent afin de demontrer une consommation d’ethanol 
ante-mortem [29]. Bien que I ’EtG et I ’EtS soient retrouves 
dans de nombreuses matrices, la quantification de ces 
marqueurs d’alcoolisation presente surtout un interet 
dans les urines (rapporte a la creatinine), dans le sang 
et dans les cheveux, ou les concentrations peuvent etre 
plus aisement interpretables sur la base des donnees de 
la litterature. Les methodes de dosage de ces biomar- 
queurs doivent toutefois etre validees dans chacune des 
matrices utilisees. 

3 Methodes de dosage 
dans les matrices biologiques 

L’EtG et I’EtS peuvent etre doses simultanement dans la 
plupart des matrices biologiques au moyen de techniques 
separatives couplees a une detection par spectrome- 
trie de masse. De nombreuses methodes de dosages 
ont ete developpees au moyen de la chromatographie 
liquide couplee a la spectrometrie de masse en tandem 
(CL-SM/SM) ou par mesure de la masse exacte 
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(technologie Orbitrap ou Temps de vol/Tof) ou bien encore 
par chromatographie phase gazeuse couplee a la spectro- 
metrie de masse (CG-SM) apres derivation des molecules. 
Cependant, I’hydrophilie importante de ces composes 
rend leur extraction complexe et conduit a des rende- 
ments d’extraction relativement faibles. 

Parallelement, des methodes immunoenzymatiques (Ther- 
mofisher) sont commercialisees pour detecter et effectuer 
le dosage semi-quantitatif de I’EtG dans les urines [11]. 
Les concentrations en EtG estimees par immunoessais 
sont generalement plus faibles que celles obtenues par 
technique separative, il existe cependant une tres bonne 
correlation entre ces deux methodes [30 - 31]. Ces tech- 
niques immuno-enzymatiques presentent I’avantage 
d’etre automatisables, rapides et d’avoir une sensibilite 
suffisante pour realiser les dosages en routine avec un 
seuil de positivite de 0,5 mg/L. Elies ne sont toutefois 
pas applicables au dosage de I’ EtG dans les cheveux 
ou lorsque la sensibilite doit atteindre un faible seuil de 
0,1 mg/L. De plus, cette methodologie ne realise pas 
le dosage simultane de I’EtS ce qui ne permet pas de 
faire la distinction entre une production reelle d’EtG par 
metabolisme de I’ethanol present dans I’organisme, et 
une generation post-mortem ou in vitro d’EtG. 

[3 Les applications 

de la recherche et du dosage 

des marqueurs EtG et EtS 


La mise en evidence et quelquefois le dosage de I’EtG 
et I’EtS peuvent avoir de nombreuses applications aussi 
bien dans les domaines cliniques que medicolegaux. 
Ainsi, grace au dosage de I’EtG et de I’EtS, le suivi de 
I’abstinence des patients alcooliques peut etre realise lors 
de programmes de sevrage. Une absence d’EtG dans 
les urines permet d’exclure une consommation recente 
d’alcool [32]. Le dosage d’EtG dans la salive a egalement 
deja ete utilise lors d’entretiens d’embauche [33]. Avant 
transplantation hepatique, les receveurs doivent prouver 
leur abstinence. Cependant, chez ces patients, souvent 
insuffisants hepatiques, les resultats du dosage des para- 
metres indirects tels que les transaminases, les 7 -GT ou 
la CDT sont parfois inexploitables. Ainsi, le dosage des 
marqueurs directs comme I’EtG ou I’EtS peut presenter 
une grande utility [12,34]. 

De meme, la consommation d’alcool lors de la grossesse 
est contre-indiquee car elle peut entrainer des syndromes 
d’alcoolisation fcetale. Ainsi la mesure d’EtS et d’EtG dans 
le meconium [35], dans les urines ou les cheveux de la mere 
pendant la grossesse ou dans ceux du nouveau-ne permet 
de mettre en evidence une consommation d’alcool [36]. 
Ces dosages peuvent aussi trouver leurs interets lors de 
soumission chimique. Les victimes degression sexuelle 
mettent parfois un certain temps avant de porter plainte, 
I’ethanol n’est done plus detectable dans les matrices 
biologiques. La mise en evidence d’EtG ou d’EtS dans les 
urines ou le sang permet de prouver une consommation 
d’ethanol malgre une alcoolemie negative [37], et ainsi 
d’orienter vers la possibility d’une soumission chimique 
de la victime sous I’effet de I’alcool. 


Enfin dans certains pays, les conducteurs dont le per- 
mis a ete retire pour conduite en etat d’ivresse doivent 
prouver une periode d’abstinence afin que leur per- 
mis de conduire leur soit restitue. Le dosage de I’EtG 
et I ’ EtS dans I’urine et les cheveux trouve ici tout son 
interet [38-39]. 

Dans le domaine medicolegal, le dosage de ces mar- 
queurs est de plus en plus preconise. L’EtG est le plus 
souvent recherche dans I’urine et le sang mais il peut 
egalement etre mis en evidence en post-mortem dans 
d’autres matrices biologiques que nous avons prece- 
demment decrites. 

E3 Conclusion 

La recherche et le dosage de I’EtG et I’EtS dans les dif- 
ferentes matrices biologiques presentent des interets et 
des applications considerables dans la mesure ou ces 
biomarqueurs permettent de mettre en evidence une 
consommation d’ethanol, plusieurs heures voire meme 
plusieurs jours apres que celui-ci ait disparu de I’orga- 
nisme, ceci avec une fenetre de detection quelquefois tres 
longue lorsque le dosage est realise dans les cheveux. 
Devolution des technologies analytiques vers la detection 
par spectrometrie de masse permet de nos jours la mise en 
evidence et la quantification de tres faibles concentrations 
en EtG et en EtS, permettant encore d’elargir la fenetre de 
detection de ces marqueurs. Toutefois des precautions 
quant a Interpretation des resultats doivent etre prises 
et des seuils de positivite dans les differentes matrices 
doivent pouvoir etre determines afin de pouvoir discri- 
miner les differents types de consommateurs d’alcool. 

Dans ce sens, un consensus de la Society of Hair Testing 
(SoHT) a etabli que le seuil de positivite d’une exposition 
a I’alcool chez les consommateurs a risque se situait a 
partir de 30 pg d’EtG/mg de cheveux [40]. 

La commercialisation de kits de dosage de I’EtG dans 
les urines en fait un marqueur interessant en routine au 
laboratoire. Toutefois, des resultats faussement positifs 
ou negatifs soulignent la difficulty d’interpretation des 
resultats. II est preferable de doser plusieurs marqueurs 
simultanement, comme I’EtG et I’EtS, ce qui n’est realise 
qu’au moyen des methodes utilisant la spectrometrie 
de masse. 

Ainsi, bien que des etudes recentes aient permis de faire 
evoluer les connaissances dans ce domaine, des travaux 
complementaires devraient etre menes afin de preciser 
I’influence sur les concentrations de ces marqueurs de 
facteurs biologiques comme le genre, I’age et les anoma- 
lies du metabolisme. II serait aussi interessant de pouvoir 
etudier les possibilites de correler les concentrations en 
EtG et EtS dans les differentes matrices biologiques avec 
I’importance et la duree d’exposition a I’alcool. D’une 
maniere generale, ces travaux complementaires pourraient 
permettre d’affiner les connaissances et d’apporter des 
elements d’interpretation des resultats relatifs au dosage 
de ces biomarqueurs de I’alcool. 

Conflits d’interets: les auteurs declarant ne pas avoir de liens 
d’interets avec le contenu de cet article. 
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QCM 

Evaluez-vous ! 


Ceci est un questionnaire a choix multiples. 

Par consequent, il est possible que certaines questions 
puissent benef icier de plusieurs reponses possibles. 
Dans ce cas, il s’agit de les cocher toutes. 


r 


Les patients qui presentent un deficit 
d’origine genetique en CYP3A4 sont a risque 
accru de myelotoxicite lors d’un traitement 
par un medicament thiopurinique 
(azathioprine, 6-mercaptopurine...) : 


□ A. oui 


□ B. non 

□ C. ne sait pas 


La recente restriction d’utilisation de la codeine 
avant 1 2 ans, notamment apres amygdalectomie, 
est liee a un risque accru de toxicite 
(cocher la (ou les) reponse(s) exacte(s)): 


□ A. par defaut de metabolisation de la codeine chez les 

sujets deficitaires en CYP2D6 

□ B. par surdosage en morphine chez les sujets presentant 

un metabolisme ultra-rapide pour le CYP2D6 


La nortriptyline est metabolisee en un metabolite 
inactif, la 10-hydroxynortriptyline, par le CYP2D6. 
II existe ainsi un risque accru de surdosage, lors 
de I’administration de doses conventionnelles 
chez (cocher la (ou les) reponse(s) exacte(s)): 


□ A. les metaboliseurs ultra-rapides 

□ B. les metaboliseurs intermediates 

□ C. les metaboliseurs limites 


□ D. aucun de ces phenotypes 




□ A A9-tetrahydrocannabinol (THC) 


□ E cannabidiol (CBD) 


□ C cannabinol (CBN) 


□ D acide A9-tetrahydrocannabinolique A (THCA-A) 

□ E acide 1 1 -nor-A9-THC-carboxylique(THC-COOH) 


a 


LJ 


Le JWH-018 est une nouvelle drogue 
de synthese. Correspond-t-elle a? 


□ A. un cannabinoide synthese 

□ B. une cathinone 

□ C. une phenethylamine 



□ A. 100 

□ E 225 

□ C. 450 



□ A. vrai □ B. faux 



□ A. EtG 

□ B. EtS 


□ C. Gamma-GT 

□ D. Transaminases (ASAT, ALAT) 

□ E Volume globulaire moyen (VGM) 


J 
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Quelles peuvent etre les techniques 
actuellement utilisees pour rechercher I’EtG 
dans le sang? 


□ / la chromatographie liquide couple a la spectrometrie 

de masse en tandem (CL-SM/SM) 

□ B. la chromatographie liquide couple 

a la detection UV - visible 

□ C. la chromatographie phase gazeuse 

couple a la spectrometrie de masse (CG-SM) 

□ D. la chromatographie phase gazeuse 

couple a I’ionisation de flamme 


Parmi les detecteurs suivants, lesquels sont 


1 


des spectrometres de masse haute resolution: 


□ A. Orbitrap 

□ E spectrometre de masse en tandem 

□ C temps de vol (TOF) 



□ E, des methodes immunoenzymatiques 


□ B. un criblage cible 


□ F. des methodes d’immunofluorescences 


□ C. une analyse quantitative 
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CAS 


CLINIQUE 



Un cas clinique de leucemie primitive a plasmocytes 
non producteurs d’immunoglobuline 

David Fage Phn a , Katrina A. Rack PhD b , Charles A. Chevalier Phn a 


EB Observation 

M. B., 86 ans, est hospitalise en geriatrie pour une degra- 
dation de I’etat general (anurie, constipation, douleurs a 
la marche, essoufflement anormal depuis 15 jours sans 
douleur thoracique associee, sans toux et sans fievre). 

Le jour de son admission, I’hemogramme montre des leu- 
cocytes (GB) a 19 G/L avec 3 % de cellules lymphoides 
atypiques a I’examen du frottis sanguin. Cette population 
presente une morphologie heterogene (detaillee dans la 
legende de la figure 1 ). Elle se compose de lymphocytes 
reactionnels, de lymphocytes evoquant des plasmocytes, 
de rares plasmocytes typiques et d’exceptionnelles cellules 
d’allure plasmoblastique et s’inscrit dans un contexte inflam- 
matoire (CRP a 37,1 mg/L). Une legere hypercalcemie (2,72 
mmol/L), une insuffisance renale (creatinine a 2,7 mg/dL 
et clairance estimee selon MDRD a 22,54 mL/min/1 ,73 m 2 ) 
et une legere augmentation de la LDH (494,5 U/L) 
sont egalement constatees. Un CT-scan abdominal revele 
une pneumopathie lobaire inferieure droite avec epanche- 
ment pleural homolateral et une demineralisation osseuse 
severe. 

Au 2 e jour, I’hemogramme montre des GB a 1 4,4 G/L dont 
7 % de cellules lymphoides atypiques et une discrete 
anemie (12,3 g/dL d’hemoglobine). Malgre une morpho- 
logie polymorphe, le caractere dysplasique predomine: 
plasmocytes presentant un cytoplasme basophile peu 
abondant, avec ou sans archoplasme visible, et un noyau, 
parfois avec un nucleole, a la chromatine plus lache que 
celle du plasmocyte, voire tres fine, et evoquant des plas- 
moblastes. Une electrophorese des proteines seriques est 
done realisee avec effondrement de la fraction gamma. 
Le dosage specifique des immunoglobulines montre un 
taux effondre des differents isotypes et I’immunofixation 
pentavalente revient negative. 
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Au 5 e jour, les cellules atypiques represented 15 % (3 G/L 
en valeur absolue) des leucocytes (20 G/L). Ce contingent 
est alors etudie en cytometrie en flux (CMF) a 6 couleurs sur 
un prelevement frais de sang peripherique. II est retrouve 
une population (14,9 %) de grande taille en FSC avec le 
phenotype suivant : CD45-, CD34-, CD1 1 7-,CD33+ CD1 9-, 
CD7-, CD38+, HLA DR-, CD235a-, CD1 3-, CD61 -, CD36, 
CD14-, CD138+, CD56- et les chaTnes legeres Kappa 
et Lambda intra-cytoplasmiques negatives (figure 2). 
La localisation de la population en SSC/CD45 associee 
a I’expression du CD38 et 138 et I’absence de marqueur 
d’autres lignees, hormis le CD33, permet de les identifier 
en tant que plasmocytes. II est a noter que I’expression du 
CD38 est inhabituellement faible. Cependant, I’expression 
aberrante du CD33 associee a I’absence d’expression des 
chaTnes legeres en intracytoplasmique orientent vers une 
pathologie myelomateuse malgre le contexte de pneu- 
monie et le diagnostic de « leucemie primitive a plasmo- 
cytes non producteur d’immunoglobuline » est evoquee. 
La beta-2-microglobuline serique est dosee a 8,87 mg/L. 
Au 7 e jour, 26,6 % (5,7 G/L) de plasmocytes dysplasique 
sont retrouves en CMF (GB a 21,3 G/L). Une recherche 
de clonalite plasmocytaire en FISH et en CGH-array est 
realisee pour confirmer I’hypothese diagnostique. La FISH 
met en evidence une translocation t(1 1 ;1 4) associee a 
une monosomie 13 et une absence d’hyperdi pi oidie des 
chromosomes 5 et 9. La CGH-array decele, entre autres, 
la presence d’une deletion des bras courts d’un chro- 
mosome 1 et 12, des remaniements complexes du chro- 
mosome 18 (chromothripsis) et deux deletions au niveau 
des bras courts d’un chromosome 17. Pour I’une de ces 
deletions 17p, le point de cassure se situe au niveau du 
geneTP53. Ces anomalies chromosomiques confirment le 
caractere neoplasique de cette population plasmocytaire. 
Dans les jours qui suivent, le patient decede suite a la 
pneumonie a pyocyanique compliquee de choc septique 
transitoire et de faillite muliparenchymateuse probable- 
ment favorisee par une immunodepression secondaire a 
la pathologie hematologique diagnostiquee. 

3 Discussion 

2.1. La leucemie a plasmocytes non 
producteurs d’immunoglobuline 

La leucemie a plasmocytes (LCP) represente 2 a 4 % des 
myelomes multiples (MM). Cette affection se definit par 
un taux de plasmocytes clonaux circulants superieur a 
20 % et/ou superieur a 2 G/L. II existe deux variantes de 
LCP : la forme primitive (60 a 70 % des LCP), observee de 
novo, et la forme secondaire qui consiste en la transforma- 
tion leucemique d’un MM diagnostique. La LCP primitive 
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CYTOLOGIE 


Figure 1. Frottis de sang : cytologie des cellules atypiques. 


La cytologie revele le caractere polymorphe de la population. La figure A presente au centre un lymphocyte reactionnel 
(noyau de contour irregulier et chromatine dense, cytoplasme abondant avec une basophilie de repartition heterogene et un 
renforcement de I’intensite en peripherie) et au-dessus, une cellule evoquant un plasmocyte (noyau excentre dans un cyto- 
plasme basophile, peu abondant, de contour irregulier et avec un archoplasme; cependant, rapport nucleo-cytoplasmique 
eleve, chromatine plus lache que celle d’un plasmocyte et laissant parfois apercevoir un petit nucleole). Cet aspect cytolo- 
gique est egalement presente sur les figures B a F. La figure G visualise un des rares plasmocytes caracteristiques pre- 
sents (noyau excentre avec chromatine intensement mottee, cytoplasme plutot abondant, fortement basophile, avec presence 
d’un appareil de Golgi-zone perinucleaire plus claire et mal delimitee).La figure H presente une cellule d’allure plasmoblas- 
tique (noyau excentre avec chromatine tres fine et un nucleole peripherique; rapport N/C eleve; cytoplasme, peu abondant, 
basophile et ne revelant pas la presence d’un archoplasme). 
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CfiS 


CLINIQUE 



Figure 2. Analyse par cytometrie en flux. 


L’ analyse par cytometrie en flux a ete 
realisee sur BD FACSCANTO™ II. 

Le scattergramme SSC/FSC revele 
en rouge une population hetero- 
gene en taille (axe FSC) et ayant 
une faible complexity interne (axe 
SSC). Son immunophenotype est 
caracteristique d’une population 
plasmocytaire: CD45- (seuil de 
positivite > 3*1 0 3 defini par la 
region CD45 faible appelee le 
« triange des Bermudes »), CD19- 
(seuil de positivite >10 3 defini par 
la population lymphocytaire en 
bleue), CD38+ (meme intensity 
d’expression que la population 
monocytaire), CD138+ (intensity 
d’expression >1 0 3 ). 

L’ expression du CD 56 est negative 
(seuil de positivite >10 3 defini par 
la population de lymphocyte NK). 
Cette perte d’expression du CD56 
est frequente dans les LCP. 

La population plasmocytaire est 
egalement HLA-DR- (intensity 
d’expression <10 3 ). Elle exprime de 
maniere aberrante le CD33 (meme 
intensity d’expression que la po- 
pulation neutrophile). Le scatter- 
gramme lambda/kappa ne montre 
pas de clonalite mais une absence 
d’expression des chaTnes legeres 
(nuage rouge de distribution cen- 
trale homogene et d’intensite 
d’expression <10 4 en kappa et en 
lambda). 

Au contraire, la population lympho- 
cytaire presente une intensity d’ex- 
pression et un ratio kappa/lambda 
dans la normale, temoignant d’un 
marquage correct des cellules du- 
rant le traitement de I’echantillon. 




CD45 HV500-A 







(LCPp) est a rapprocher d’un MM agressif et est de tres 
mauvais pronostic [1]. 

Une sous-entite encore plus rare est la leucemie a plas- 
mocytes non secreteurs non producteurs d’lg. II s’agit 
d’un variant caracterise par une absence de rouleaux 
erythrocytaires sur le frottis, un effondrement de la fraction 
gamma des proteines seriques et une absence de bande 
monoclonale a I’immunofixation associee a une absence 
de detection d’lg en intracytoplasmique par CMF et immu- 
nohistochimie. II est a noter que dans la LCP, I’incidence 
de plasmocytes non producteurs est plus importante 
(4-17 %) que dans le MM (2 %) [2-5]. 


2.2. Facteurs pronostiques 

Dans ce cas Clinique, mise a part la non production 
d’lg par les cellules myelomateuses et I’expression 
aberrante du CD33, le phenotype retrouve est super- 
posable a celui rencontre dans une leucemie a plas- 
mocyte classique. L’expression du CD33, rarement 
decrite dans la LCP, est retrouvee dans 18 a 22 % des 
cas de MM et est un marqueur de mauvais pronos- 
tic. Elle est associee a des concentrations de calce- 
mie et de LDH serique plus importantes et a une allure 
davantage immature, voire plasmoblastique, des cellules 
myelomateuses [6]. 
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CYTOLOGIE 


Tableau 1. Anomalies cytogenetiques 
retrouvees dans la LCP et le MM. 

Anomalies 

cytogenetiques 

Incidence 
dans la LCP 

Incidence 
dans le MM 

Monosomie 13 

19-85 % 

46 % 

del(17p) 

7-50 % 

12 % 

t(1 1 ; 1 4) 

19-71 % 

15-21 % 

t(4 ; 1 4) 

0-12 % 

13 % 

t(14;16) 

0-2 % 

3 % 

del(1 p21) 

33 % 

- 

ampl(1q21) 

51 % 

38 % 

Non-hyperdiploidie 

12-60 % 

51-78 % 

Hyperdiploidie 

0-33 % 

12-39% 


Les anomalies cytogenetiques associees a la LCP sont 
similaires a celles identifies pour le MM (Tableau I). 
Les aberrations chromosomiques sont des marqueurs pro- 
nostiques importants pour assigner le patient a un groupe 
a risque specifique. Les facteurs de mauvais pronostics 
incluent la t(4;14), la del(1p21) et plus recemment le chro- 
mothripsis (jamais encore decrit dans la LCP et present dans 
seulement 1,3 % des MM nouvellement diagnostiques). 
Etonnement et contrairement au MM, les del(1 3q), del(1 7p) 
et le gain 1q21 n’influencent pas la survie dans la LCP 
La t(1 1 ;1 4) semble etre un facteur de bon pronostic [7-1 0]. 
Le terme chromothripsis a recemment ete utilise pour 
decrire un nouveau type de rearrangement chromoso- 
mique complexe. II est la consequence d’un «evenement 
catastrophique» unique resultant d’une cassure du chromo- 
some durant la mitose [11]. Cette cassure est suivie d’une 
reconstruction aberrante du chromosome, induisant des 
rearrangements multiples (translocation, inversion, deletion, 
duplication, triplication) dans une seule region du genome. 
Ceux-ci provoquent une dysregulation d’un nombre eleve 
de genes entrainant I’apparition d’un clone d’une haute 
agressivite pouvant outrepasser le stade de MGUS [1 0,12]. 
Cet « evenement catastrophique » est peut-etre a I’origine 
du caractere primitif de la LCP chez le patient. 

2.3. Therapeutique 

Dans la LCPp, I’efficacite des therapies conventionnelles 
(les agents alkylants comme le melphalan associe a des 
corticoides ; ou les polychimiotherapies telles que I’associa- 
tion vincristine-adriamycine-dexamethasone [VAD]) sont insa- 
tisfaisantes. De nouveaux agents therapeutiques, des ana- 
logues du thalidomide (lenalidomide, pomalidomide) et des 
inhibiteurs du proteasome (bortezomib, carfilzomib, ixazomib) 
sont en cours d’investigation pour le traitement cette hemo- 
pathie. Le bortezomib est actuellement le medicament le 
plus prometteur dans la LCPp car il reduit rapidement la 
masse tumorale et ameliore les complications du myelome 
(IR et hypercalcemie). L’approche la plus prometteuse 
est la combinaison transplantation de cellules souches 


allo/autologues avec le bortezomib et des immuno- 
modulateurs [13, 14]. 

3 Conclusion 

Ce cas clinique permet d’insister sur I’importance du role 
de Phemobiologiste dans I’orientation du diagnostic. Malgre 
le contexte infectieux expliquant la presence de ces plas- 
mocytes dans le sang du patient, I’atypie morphologique 
associee a I’augmentation excessive de ce contingent 
doivent pousser le biologiste a explorer cette population 
plasmocytaire. Cette demarche du laboratoire, en concer- 
tation avec le clinicien, a permis de poser le diagnostic 
rarissime et tres pejoratif de LCPp non productrice d’lg 
avec un chromothripsis du chromosome 18. Cette hemo- 
pathie clarifiait le caractere agressif de la pneumonie ainsi 
que certains aspects de la biologie du patient. 
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I Fiche d 

Descriptif conserver 


Une jeune fille de 17 ans est adressee aux urgences pour degradation de I’etat general, pyrexie 
depuis 24 heures (max 39 °C) et dyspnee. Ses antecedents renseignent une infirmite motrice d’ori- 
gine cerebrale associee a une deficience intellectuelle majeure, une dysmorphie, un retard staturo- 
ponderal avec difficulty d’alimentation et une epilepsie traitee par Depakine. Elle est hospitalisee 
pour infiltration de son orifice de gastrostomie. 


Un premier bilan est realise et montre une biologie avec un syndrome inflammatoire (CRP a 1 60 mg/L 
et leucocytes a 6,31 G/L). Elle est mise sous amoxicilline + acide clavulanique et gavage parenteral. 
Un second bilan est realise 4 jours plus tard (Tableau I). 


Tableau 1 - Hemogramme realise sur I’automate Sysmex XN-9000® 

Parametres 

Resultats ler bilan 

Resultats 2e bilan 

Bornes laboratoire 

Erythrocytes (T/L) 

4,57 

5,36 

3,8 -4,8 

Hemoblogine (g/dL) 

10,9 

13,1 

12,0-15,0 

Hematocrite (%) 

34,0 

57,0 

36,0-46,0 

VGM (fl) 

74,4 

106,3 

83,0-101,0 

TCMH (pg) 

23,9 

24,4 

27,0-32,0 

CCMH (g/dL) 

32,1 

23,0 

31,5-34,5 

Leucocytes (G/L) 

6,31 

10,7 

4,00-10,00 

Neutrophiles (%) 

59,8 

71,5 

40,0-80,0 

Lymphocytes (%) 

27,3 

20,4 

20,0-40,0 

Monocytes (%) 

12,4 

7,6 

2,0-10,0 

Eosinophiles (%) 

0,2 

0,1 

o 

CD 

1 

O 

Basophiles (%) 

0,3 

0,4 

0,0 -2,0 

Plaquettes (G/L) 

153 

286 

150-400 

VPM (fl) 

10,3 

11,7 

7,5-10,9 

Glucose (mg/dL) 

378 

2100 

70-110 


Questions 


Quels sont les parametres hematologiques dont revolution entre les deux bilans REPONSES AU VERSO 
attire votre attention? ► ► 

2 Comment pouvez-vous expliquer ces evolutions? 

3 Comment feriez-vous pour remettre un resultat correct au clinicien? 


El Laboratoire d’hematologie 

CHU de Charleroi, Chaussee de Bruxelles, 140, 
6042 Charleroi, Belgique. 
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Reponses 


R1 


Les parametres ayant le plus grand delta non explicable les deux resultats, on doit egalement noter I’incoherence 
entre les deux prises de sang sont I’hematocrite, le VGM entre les resultats des hematies, de I’hemoglobine et de 
et la CCMH. Cependant, independamment du delta entre I’hematocrite. 


R2 


Ces discordances, touchant I’hematocrite, le VGM et la CCMH, 
sont provoquees par rhyperglycemie majeure de la patiente. Le 
passage du glucose a travers la membrane des erythrocytes 
se fait par un mecanisme de transport passif. Les erythrocytes 
sont done en equilibre avec ce milieu hyperosmolaire. Lors du 
passage sur un automate d’hematologie, I’echantillon est dilue 
par un liquide de gainage. Ce reactif est nettement hypotonique 
par rapport au plasma. Ceci entraine une entree d’eau dans les 
erythrocytes, augmentant leur volume. Ce phenomene induit une 


surestimation de I’hematocrite (Ht), qui est le volume total de tous 
les globules rouges (GR) mesures par impedance et rapportee au 
volume d’echantillon analyse. La surestimation de I’hematocrite 
provoque a son tour une surevaluation du VGM (Ht/GR) et une 
sous-estimation de la concentration corpusculaire moyenne en 
hemoglobine (CCMH=Hb/Hct). La teneur corpusculaire moyenne 
en hemoglobine (TCMH), dependant de la mesure de I’hemoglo- 
bine et de la numeration des erythrocytes (TCMH=Hb/GR), n’est 
pas affectee par cette erreur analytique [1-5]. 


Cette mesure erronee de I’Ht, du VGM et de la CCMH est done 
un artefact de laboratoire. L’importance de cette « macrocytose » 
obtenue in vitro est fonction de la valeur de rhyperglycemie 
(figure 1) et de I’automate d’hematologie realisant I’analyse. En 
effet, d’autres parametres que I’hypotonie du diluant sont egale- 
ment a prendre en consideration : la valeur de la dilution realisee 
par I’automate, I’osmolalite du diluant et le temps d’attente entre 
la dilution de I’echantillon et I’analyse par I’automate [3]. 

La valeur de I’hematocrite en micro-tube capillaire est indepen- 
dante de la glycemie et prouve que la macrocytose obtenue 
sur I’automate par impedance est erronee [1, 3]. En revanche, 
la numeration des GR et la mesure de I’hemoglobine ne sont 
pas influencees par le niveau de la glycemie. La determination 
de ces deux parametres, ainsi que I’obtention de I’hematocrite 
par sedimentation, permet de recalculer le VGM et le CCMH 
correctement. 



0 500 1000 1500 2000 2500 


Glycemie (mg/dL) 


Figure 1 : Impact de la glycemie de notre patiente sur la valeur calculee du VGM. 
Les resultats ont ete obtenus sur I’automate d’hematologie Sysmex XN-9000®. 


R3 
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Entreprise labo 


Rubrique proposee par Gerard Guez — gerardguez@wanadoo.fr 


EXERCICE PROFESSIONNEL 


Presence physique du biologiste 
aux heures d’ouverture du laboratoire 


En juin 2013, le Cofrac redige 
un «SH REF 04- Rev.01 » appele 
«note de doctrine » qui definit 
la presence physique du biolo- 
giste aux heures d’ouvertures 
assez strictement, ce qui sus- 
cite un certain mecontentement 
chez les biologistes. 

En novembre 2013, une reunion houleuse 
a lieu aux JIB sur le sujet. 

Le «SH REF 04- Rev.01 » stipulait: 

«Conformement a T article L.6222-6 du 
Code de la sante publique, sur chacun 
des sites , un biologiste medical du labora- 
toire doit etre en mesure de repondre aux 
besoins du site et, le cas echeant, d’inter- 
venir dans des delais compatibles avec 
les imperatifs de securite des patients. 
Le laboratoire doit comporter un nombre 
de biologistes au moins egal au nombre 
de sites qu’il a crees. Le biologiste assu- 
mant la responsabilite du site doit etre 
identifiable a tout moment. 

Afin d’assurer le respect de cette disposi- 
tion, conformement au compte rendu des 
travaux parlementaires, au moins un biolo- 
giste medical doit etre present sur chacun 
des sites du laboratoire en dehors de la 
periode de permanence des spins . Toute- 
fois, dans rattente de la publication du 
decret relatif aux conditions de realisation 
des examens de biologie medicate qui 
viendrapreciserles conditions d’exercice 
des biologistes medicaux, il appartient a 
I’equipe devaluation, au cours de I’ eva- 
luation sur site, d’evaluer la pertinence de 
I’ organisation mise en place par le laboratoire 
pour la realisation de ses activites (notam- 
ment prestation de conseils, acceptation des 
demandes d’examen, gestion des urgences 
et des resultats critiques). 

En parti cu Her, elle s’assurera que: 

- un biologiste medical assume a tout 
moment la responsabilite d’un site, et 
ce pour chacun des sites du laboratoire, 
et qu’il est identifiable. Un biologiste 
medical ne peut assurer simultanement 
la responsabilite de deux sites; 


- au moins autant de biologistes medicaux 
que de sites du LBM exercent aux heures 
d’ouverture (par opposition a la periode 
de permanence des soins ou de garde) 
une activite en relation avec le LBM; 

- si, aux heures d’ouverture, le biologiste 
medical n ’est pas present sur le site dont 
il assume la responsabilite, il est dispo- 
nible et en contact permanent avec le 
site mais egalement en mesure d’inter- 
venir dans des delais compatibles avec 
les imperatifs de securite des patients et 
les demandes d’information des pres- 
cripteurs et des patients; 

- chaque biologiste medical maintient 
ses competences pour I’ ensemble des 
phases de I’examen de biologie medi- 
cate, notamment en n’exerqant pas tou- 
jours sur un site qui ne realiserait que 
certaines phases. 

En periode de permanence des soins ou de 
garde, I’equipe d ’evaluation s’assurera que 
le biologiste medical assumant la respon- 
sabilite du site est joignable et en mesure 
d’intervenir, sur place si necessaire, dans 
des delais compatibles avec les imperatifs 
de securite des patients et les demandes 
d’information des prescripteurs. » 

Au lendemain de ces JIB, Thierry Cote a 
essaye de rapprocher les points de vue, 
notamment en suggerant de remplacer 
la presence physique du biologiste aux 
heures d’ouverture par une notion de 
responsabilite/proximite. 

II observe que: 

A) La doctrine affirme, en introduction 
soulignee, que le Legislateur a souhaite, 
dans ses travaux parlementaires, qu’un 
biologiste soit physiquement present de 
I’ouverture a la fermeture d’un site de LBM. 

Mais I’ expression « heures d’ouverture », 
presente dans le texte initial, a disparu 
du texte final. 

Les travaux parlementaires, par ailleurs 
contradictoires, comme il se doit, fontetat 
d’un besoin d’affirmer les conditions de la 
disponibilite des biologistes en accentuant 
le texte sur le nombre equivalent biolo- 
gistes/sites plutot que sur les horaires, 



d’ou le resultat final par lequel les par- 
lementaires ont rem place le texte initial 
(avec les horaires) par le texte final (sans 
les horaires), contre I’avis du rapporteur 
et avec une Ministre qui s’en remettait a 
leur sagesse. 

L’affirmation precitee semble done pour 
le moins faussement interpretative. 

Pour autant, la doctrine ne pose pas la 
presence physique comme immediate- 
ment opposable. 

Car elle indique, apres I’ affirmation pre- 
cedente, que, dans I’attente des decrets 
d’application, elle recommande aux AT 
d’evaluer la pertinence de T organisation 
mise en place, et prevoit le cas suivant: 
«si, aux heures d’ouverture, le biologiste 
medical n ’est pas present sur le site dont il 
assume la responsabilite, il est disponible 
et en contact permanent avec le site mais 
egalement en mesure d’intervenir dans 
des delais compatibles avec les imperatifs 


Reponses aux questions 

DU QCM (pages 76- 77) 


1. B 

6. E 

11. A, C, E 

2. B 

7. A 

12. D 

3. B, C 

8. C 

13. A, C 

4. B 

9. A 

14. A, B, C 

5. B 

10. A, B 

15. A, C 
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Rubrique proposee par Gerard Guez — gerardguez@wanadoo.fr 


de securite des patients et les demandes 
d’information des prescripteurs et des 
patients ». 

Elle affirme plus loin qu’au moins autant 
de biologistes medicaux que de sites du 
LBM exercent aux heures d’ouverture. Le 
vocable «exerce» n’est pas identique a 
«est present », conformement, d’ailleurs, 
au texte d’origine (L. 6222-6 ancien). 

B) La doctrine affirme qu’un biologiste ne 
peut pas assurer simultanement la respon- 
sabilite de 2 sites. 

Elle s’appuie sur deux exigences claires 
de la redaction definitive de la loi. 

- Le laboratoire doit comporter un nombre 
de biologistes au moins egal au nombre 
de sites. 

- Le biologiste assumant la responsabilite 
du site doit etre identifiable a tout moment. 

Saufcas particuliers de sites extremement 
proches, il semble raison nab le d’estimer 
que le croisement de ces 2 exigences ne 
permet pas a un biologiste de repond re a 
tous les cas de figure auxquels il pourrait 
etre confronts simultanement sur 2 sites. 

L’affirmation precitee semble done legitime. 

En conclusion, Thierry COTE remarque 
que la note de doctrine postule que la 
presence physique du biologiste sur le 
site aux heures d’ouverture est voulue par 
le legislates, dans ses travaux prepara- 
toires et sera suivie par un decret, mais 
elle n’entend pas I’imposer a I’instant 
de sa redaction, ce qui est souhaitable 
puisque le postulat ne se retrouve pas 
dans le texte promulgue. 

Pour autant, les termes du texte de loi 
permettent de dire clairement que, pour 
repondre aux besoins du site et inter- 
vene dans des delais compatibles avec 
les imperatifs de securite des patients, 
il faut, a tout moment (hors PdS) un 
biologiste identifiable et rapidement 
disponible par site, sans qu’un meme 
biologiste puisse couvrir 2 sites. 

Ceci suppose que, s’agissant d’un LBMMS 
donne, un nombre equivalent de biolo- 
gistes par rapport au nombre de sites 
soit present physiquement sur les 3 ter- 
ritoires de sante infra regionaux chaque 
jour ouvre, du matin au soir. 

Au total, les biologistes ont raison de dire 
que la presence physique sur site ne peut 
pas etre opposee a ce jour, mais ils ont 
tort de dire que le Cofrac entend le faire 
immediatement. 



Le Cofrac a raison de dire qu’un nombre 
equivalent de biologistes/site doit etre 
present sur la zone territoriale, mais il 
sort de sa mission en anticipant un decret 
sur la presence physique sur le site du 
laboratoire. 

A ce moment du raisonnement, il n’est 
pas absurde de penser que la presence 
physique aux heures d’ouverture, sur 
site, n’apporte rien de plus a la secu- 
rite des patients, des lors que la pre- 
sence physique sur les 3 territoires 
d’un biologiste par site est opposable 
et respectee. 

Les biologistes d’un groupement doivent 
pouvoir aller et venir librement entre les 
sites pour participer a des reunions, des 
formations internes, faire des preleve- 
ments exterieurs, etc. 

Et de fait, dans le SH REF 04, refait en 201 4 
sous I’appellation «SH REF04-Rev.02», le 
mot « doctrine » a disparu, et la presence 
physique aux heures d’ouverture a ete 
remplacee par la notion de responsabilite/ 
proximitepreconisee par Thierry Cote. 

1- Presence dans les territoires, chaque 
jour, d’un biologiste par site, pouvant 
etre sur le plateau, en reunion, en for- 
mation, etc. et arriver rapidement en 
cas de besoin. 

2- Pas de situation ou un biologiste serait 
en responsabilite biologique et physique 
de 2 sites d’ou impossibilite de faire 
face a une urgence pediatrique sur les 
2 sites a la meme heure. 

Disons qu’en pratique, e’est-a-dire en 
evaluation, il est admis qu’un biologiste 
puisse valider son site et un 2 e site des 


lors que le biologiste responsable du 
2 e site est occupe mais present sur les 
territoires. 

Les exceptions reellement occasionnelles 
a ces regies sont evaluees au cas par cas 
et acceptees s’il est prouve qu’elles sont 
a la fois exceptionnelles et gerees (delai 
court pour une urgence). 

Le «SH REF 04-Rev.02» devient le texte 
suivant, opposable actuellement (la par- 
tie modifiee est soulignee): 

« Conformement a i\ article L. 6222-6 du 
Code de la Sante Publique, sur chacun 
des sites , un biologiste medical du labo- 
ratoire doit etre en mesure de repondre 
aux besoins du site et, le cas echeant, 
d’intervenir dans des delais compatibles 
avec les imperatifs de securite des patients. 
Le laboratoire doit comporter un nombre 
de biologistes au moins egal au nombre 
de sites qu’il a crees. Le biologiste assu- 
mant la responsabilite du site doit etre 
identifiable a tout moment. 

En consequence, il appartient a I’equipe 
devaluation , au cours de I’ evaluation sur 
site, d’evaluer la pertinence de I’orga- 
nisation mise en place par le labora- 
toire pour la realisation de ses activites 
(notamment prestation de conseils, accep- 
tation des demandes d’examen, gestion 
des urgences et des resultats critiques ). 

En parti cu Her, elle s’assurera que: 

- un biologiste medical assume a tout 
moment la responsabilite d’un site, et 
ce pour chacun des sites du laboratoire, 
et qu’il est identifiable. Un biologiste 
medical ne peut assurer simultanement 
la responsabilite de deux sites; 


86// Revue Francophone des Laboratoires - Fevrier 2016 - n°479 


utemov © REDBUL74 



Y. L. Photographies 


EXERCICE PROFESSIONNEL I DROIT DES SOCIETES I TEXTES JURIDIQUES I ECHOS PARLEMENTAIRES 


- au moins autant de biologistes medi- 
caux que de sites du LBM exercent aux 
heures d’ouverture (par opposition a 
la periode de permanence des soins 
ou de garde) une activite en relation 
avec le LBM; 

- si, aux heures d’ouverture, le biologiste 
medical n ’est pas present sur le site dont 
il assume la responsabilite, il est dispo- 
nible et en contact permanent avec le 
site mais egalement en mesure d’inter- 
venirdans des delais compatibles avec 
les imperatifs de securite des patients et 
les demandes d’information des pres- 
cripteurs et des patients; 

- chaque biologiste medical maintient 
ses competences pour I ’ensemble des 
phases de I’examen de biologie medi- 
cate, notamment en n’exergant pas tou- 
jours sur un site qui ne realiserait que 
certaines phases. 


En periode de permanence des soins ou 
de garde, I’equipe d ’evaluation s’assu- 
rera que le biologiste medical assumant 
la responsabilite du site est joignable 
et en mesure d’intervenir, sur place si 
necessaire, dans des delais compa- 
tibles avec les imperatifs de securite des 
patients et les demandes d’information 
des prescripteurs. » 

Ceci etant, il existe un reel probleme dans 
certaines regions: le recrutement. Certains 
groupes n’ont pas assez de biologistes, 
et n’en trouvent pas. 

Ce probleme masque d’ailleurs un 
paradoxe : 

En theorie les groupes confrontes a ce 
probleme devraient etre obliges a moment 
donne de termer des sites (ecart critique 
non resolu, d’ou fermeture du site ou perte 
d’accreditation). 


Mais ne s’agit-il pas d’un faux probleme 
demographique? Si les remunerations 
proposees etaient plus genereuses, le 
recrutement ne s’ameliorerait-il pas? 

La pression des audits avec le texte actuel 
n’a-t-elle pas le merite de pousser les 
gestionnaires a sortir du paradoxe : mieux 
payer les biologistes pour eviter de se 
couper un bras? 

II est toutefois difficile de mieux remunerer 
les biologistes en activite quand on doit 
equilibrer ses comptes avec des achats 
de laboratoires qui depassent les 200 %. 

Et il ne faudrait pas non plus que ces 
problematiques soient resolues par la 
multiplication des zones de prelevements 
dans divers etablissements collectifs de 
soins primaires (CS, MS, etc.) sans biolo- 
giste, et sans avoir besoin d’acheter des 
laboratoires. ■■ 


DROIT DES SOCIETES 


Modification des conditions et approbation 
d’une fusion par I’assemblee des actionnaires 



Un projet de fusion doit etre 
arrete par les organes d’admi- 
nistration ou de direction (conseil 
d’administration, directoire, 
gerants, etc.) de chacune des 
societes participant a I’operation. 

Mais la Cour de cassation ne s’etait jamais 
prononcee sur le fait de savoir si les 
assemblies d’associes de ces societes, 
appelees a se prononcer sur I’operation, 
avaient un autre choix que d’approuver 
ou rejeter «en bloc» le projet sans pou- 
voir le modifier. 


C’est chose faite. La Cour de cassa- 
tion vient de decider* qu’elles pouvaient 
valablement, sans meconnaitre les pou- 
voirs des organes ayant arrete le projet, 
approuver la fusion apres en avoir modi- 
fie les conditions, notamment pourtenir 
compte des observations du commissaire 
a la fusion (en I’espece, modification de 
la valeur de I’actif apporte a la societe 
absorbante). 

Ainsi, les assemblies d’actionnaires 
appelees a se prononcer sur un projet 
de fusion n’excedent pas leurs pouvoirs 
en approuvant I’ operation apres avoir 


modifie le projet arrete par I’organe de 
direction. 

Cette solution est fondee sur lepouvoir 
souveraindont dispose I’assemblee pour 
rectifier les projets qui lui sont soumis. En 
I’espece, les actionnaires minoritaires de la 
societe absorbee qui demandaient I’annu- 
lation des decisions d’associes approu- 
vant la fusion faisaient aussi valoir que 
la valeur de I’actif apporte a la societe 
absorbante ne pouvait pas etre valable- 
ment modifiee par ces decisions car la 
question de la modification n’avait pas 
ete inscrite a I’ordre du jour. La Cour de 
cassation a ecarte I’argument: I’ordre du 
jour de I’assemblee etait relatif a « I’appro- 
bation du projet de fusion prevoyant la 
transmission universelle du patrimoine» 
de la societe absorbee ; I’assemblee n’etait 
done pas sortie des limites de I’ordre du 
jour en decidant d’approuver I’operation 
apres avoir modifie la valeur de I’actif 
net apporte. En statuant ainsi, la Cour 
de cassation considere que la modifica- 
tion litigieuse se rattache directement a 
la question de I’approbation du projet. ■■ 


* Cass. com. 6 octobre 2015 n° 14-11.680, A. 
c/ Ste Habitation moderne. 
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- au moins autant de biologistes medi- 
caux que de sites du LBM exercent aux 
heures d’ouverture (par opposition a 
la periode de permanence des soins 
ou de garde) une activite en relation 
avec le LBM; 

- si, aux heures d’ouverture, le biologiste 
medical n ’est pas present sur le site dont 
il assume la responsabilite, il est dispo- 
nible et en contact permanent avec le 
site mais egalement en mesure d’inter- 
venirdans des delais compatibles avec 
les imperatifs de securite des patients et 
les demandes d’information des pres- 
cripteurs et des patients; 

- chaque biologiste medical maintient 
ses competences pour I ’ensemble des 
phases de I’examen de biologie medi- 
cate, notamment en n’exergant pas tou- 
jours sur un site qui ne realiserait que 
certaines phases. 


En periode de permanence des soins ou 
de garde, I’equipe d ’evaluation s’assu- 
rera que le biologiste medical assumant 
la responsabilite du site est joignable 
et en mesure d’intervenir, sur place si 
necessaire, dans des delais compa- 
tibles avec les imperatifs de securite des 
patients et les demandes d’information 
des prescripteurs. » 

Ceci etant, il existe un reel probleme dans 
certaines regions: le recrutement. Certains 
groupes n’ont pas assez de biologistes, 
et n’en trouvent pas. 

Ce probleme masque d’ailleurs un 
paradoxe : 

En theorie les groupes confrontes a ce 
probleme devraient etre obliges a moment 
donne de termer des sites (ecart critique 
non resolu, d’ou fermeture du site ou perte 
d’accreditation). 


Mais ne s’agit-il pas d’un faux probleme 
demographique? Si les remunerations 
proposees etaient plus genereuses, le 
recrutement ne s’ameliorerait-il pas? 

La pression des audits avec le texte actuel 
n’a-t-elle pas le merite de pousser les 
gestionnaires a sortir du paradoxe : mieux 
payer les biologistes pour eviter de se 
couper un bras? 

II est toutefois difficile de mieux remunerer 
les biologistes en activite quand on doit 
equilibrer ses comptes avec des achats 
de laboratoires qui depassent les 200 %. 

Et il ne faudrait pas non plus que ces 
problematiques soient resolues par la 
multiplication des zones de prelevements 
dans divers etablissements collectifs de 
soins primaires (CS, MS, etc.) sans biolo- 
giste, et sans avoir besoin d’acheter des 
laboratoires. ■■ 


DROIT DES SOCIETES 


Modification des conditions et approbation 
d’une fusion par I’assemblee des actionnaires 



Un projet de fusion doit etre 
arrete par les organes d’admi- 
nistration ou de direction (conseil 
d’administration, directoire, 
gerants, etc.) de chacune des 
societes participant a I’operation. 

Mais la Cour de cassation ne s’etait jamais 
prononcee sur le fait de savoir si les 
assemblies d’associes de ces societes, 
appelees a se prononcer sur I’operation, 
avaient un autre choix que d’approuver 
ou rejeter «en bloc» le projet sans pou- 
voir le modifier. 


C’est chose faite. La Cour de cassa- 
tion vient de decider* qu’elles pouvaient 
valablement, sans meconnaitre les pou- 
voirs des organes ayant arrete le projet, 
approuver la fusion apres en avoir modi- 
fie les conditions, notamment pourtenir 
compte des observations du commissaire 
a la fusion (en I’espece, modification de 
la valeur de I’actif apporte a la societe 
absorbante). 

Ainsi, les assemblies d’actionnaires 
appelees a se prononcer sur un projet 
de fusion n’excedent pas leurs pouvoirs 
en approuvant I’ operation apres avoir 


modifie le projet arrete par I’organe de 
direction. 

Cette solution est fondee sur lepouvoir 
souveraindont dispose I’assemblee pour 
rectifier les projets qui lui sont soumis. En 
I’espece, les actionnaires minoritaires de la 
societe absorbee qui demandaient I’annu- 
lation des decisions d’associes approu- 
vant la fusion faisaient aussi valoir que 
la valeur de I’actif apporte a la societe 
absorbante ne pouvait pas etre valable- 
ment modifiee par ces decisions car la 
question de la modification n’avait pas 
ete inscrite a I’ordre du jour. La Cour de 
cassation a ecarte I’argument: I’ordre du 
jour de I’assemblee etait relatif a « I’appro- 
bation du projet de fusion prevoyant la 
transmission universelle du patrimoine» 
de la societe absorbee ; I’assemblee n’etait 
done pas sortie des limites de I’ordre du 
jour en decidant d’approuver I’operation 
apres avoir modifie la valeur de I’actif 
net apporte. En statuant ainsi, la Cour 
de cassation considere que la modifica- 
tion litigieuse se rattache directement a 
la question de I’approbation du projet. ■■ 


* Cass. com. 6 octobre 2015 n° 14-11.680, A. 
c/ Ste Habitation moderne. 
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Accord sur le prix de cession de parts sociales 


Selon le Code civil, la vente est 
parfaite entre les parties, et la 
propriete est acquise de droit a 
I’acheteur a regard du vendeur, 
en cas d’accord de ceux-ci sur 
le bien vendu et son prix. 

Les deux associes d’une SARL etaient 
convenus que chacun d’eux depose- 
rait, entre les mains d’un tiers et dans un 
delai determine, une offre de rachat des 
parts sociales detenues par I’autre. L’un 
avait depose une offre libellee «neant» 
et I’autre une offre de rachat au prix de 
5 000 €. Ce dernier avait demande (’exe- 
cution forcee de la cession tandis que 
son coassocie avait invoque I’absence 
d’un accord sur le prix puisqu’il n’avait 


pas accepte le prix unilateralement fixe 
par son coassocie. 

La Cour de cassation a ecarte cet argu- 
ment*. En effet, les associes etaient conve- 
nus d’une procedure precise d’achat par 
I’associe le plus offrant des parts sociales 
appartenant a I’autre, chacune des parties 
s’engageant a accepter le prix propose par 
I’autre s’il etait le plus eleve et a renoncer 
par avance a formuler toute surenchere ulte- 
rieure. Le prix de vente des parts sociales 
ne dependait pas de la seule volonte de 
I’associe auteur de I’offre chiffree ni d’ac- 
cords ulterieurs entre les parties. La vente, 
faite au prix le plus eleve, etait done parfaite. 

La vente est nulle lorsque la fixation du 
prix depend de la volonte d’une seule 
des parties ou de la realisation d’accords 


ulterieurs (jurisprudence constante). 
Mais, en I’espece, chaque associe avait 
donne par avance son consentement 
au prix le plus eleve qui serait propose. 
L’associe qui avait refuse de faire une 
offre chiffree pour racheter les parts 
de son coassocie s’exposait done au 
rachat de ses propres parts au prix fixe 
par ce dernier. 

Ainsi, lorsque des associes sont convenus 
de se faire des offres croisees d’achat 
de leurs parts sociales en acceptant par 
avance le prix le plus eleve propose sans 
pouvoir surencherir, la vente est formee 
au profit de celui qui a fait I’offre la plus 
forte. ■■ 


*Cass. com. 29 septembre 2015 n° 14-15.040 


TEXTES JURIDIQUES 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 6/12/2015) 

Decret n° 2015-1588 du 4 decembre 2015 relatif a I’organisa- 
tion et au fonctionnement des services de sante au travail des 
etablissements publics de sante, sociaux et medico-sociaux 
mentionnes a I’article 2 de la loi n° 86-33 du 9 janvier 1986 
portant dispositions statutaires relatives a la fonction publique 
hospitaliere 

Texte accessible sur: http^/www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000031567022&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante 
(JO du 8/12/2015) 

Decision du 20 novembre 2015 portant suspension de fabri- 
cation, de mise sur le marche, de distribution, d’exportation 
et d’utilisation du dispositif medical de diagnostic in vitro 
denomme: «fixateur QUALICYT 15 ml Cytologie/Biologie 
moleculaire» mis sur le marche par la societe QUALICYT ainsi 
que retrait de ce produit 

Texte accessible sur: http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000031572257&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante 
(JO du 11/12/2015) 

Rapport au President de la Republique relatif a I’ordonnance 
n° 2015-1620 du 10 decembre 2015 adaptant les agences 
regionales de sante et les unions regionales de professionnels 
de sante a la nouvelle delimitation des regions 
Texte accessible sur: http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000031 59361 4&dateTexte=&categorieLien=id 

Ordonnance n° 2015-1620 du 10 decembre 2015 adaptant les 
agences regionales de sante et les unions regionales de pro- 
fessionnels de sante a la nouvelle delimitation des regions 
Texte accessible sur: http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000031593620&dateTexte=&categorieLien=id 


Decret n° 2015-1621 du 9 decembre 2015 relatif aux centres 
gratuits d’information, de depistage et de diagnostic mention- 
nes a I’article L. 3121-2 du code de la sante publique 
Texte accessible sur: http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 

cidTexte=JORFTEXT000031 593649&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere de I’Enseignement superieur et de la Recherche 
(JO du 12/12/2015) 

Arrete du 3 decembre 2015 modifiant I’arrete du 2 decembre 
2011 fixant la liste des sections du Comite national de la 
recherche scientifique 

Texte accessible sur: http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte= JORFTEXT000031 60051 4&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 16/12/2015) 

Decision du 13octobre 2015 portant autorisation de proto- 
cole de recherche sur les cellules souches embryonnaires 
humaines en application des dispositions de I’article L. 21 51 -5 
du code de la sante publique 

Texte accessible sur: http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000031 629632&dateTexte=&categorieLien=id 

Decision du 13octobre 2015 portant renouvellement de I’au- 
torisation de conservation de cellules souches embryonnaires 
humaines a des fins de recherche en application des disposi- 
tions de I’article L. 2151-5 du code de la sante publique 
Texte accessible sur: http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000031 629677&dateTexte=&categorieLien=id 

Decision du 2 novembre 2015 portant autorisation de conser- 
vation de cellules souches embryonnaires humaines a des 
fins de recherche en application des dispositions de I’article 
L. 2151-5 du code de la sante publique 
Texte accessible sur: http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000031 629689&dateTexte=&categorieLien=id 
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ECHOS PARLEMENTAIRES 

Consommation a risqueKfQ il 
de viande et de charcuterieMH 


La publication par des scientifiques du Centre international de 
recherche sur le cancer (CIRC, Lyon), centre de reference OMS, 
sur le risque de cancer lie a la consommation de viande rouge 
et de charcuterie a fait reagir des parlementaires. La senatrice 
Frangoise Ferat dit au ministre de I’Agriculture que, alors que 
I’elevage traverse une crise difficile, il est important de ne pas 
faire d’amalgame ou de conclusions hatives. Une alimentation 

equilibree est une prio- 
rity de sante publique, 
la consommation de 
viande doit etre raison- 
nable. On ne doit pas 
conclure que manger 
de la viande est dan- 
gereux pour la sante. 

Pour son collegue 
Jean-Paul Fournier 
il y a un risque pour 
*5 I’ agriculture frangaise: 
I en classant la charcu- 
® terie cancerogene et en 
ayant une forte suspicion pour la viande rouge, le CIRC ne rend 
pas service aux eleveurs frangais deja fortement touches par la 
crise. Car I’etude et son traitement mediatique font un raccourci 
entre consommation de viande et cancer, sans nullement aborder 
la qualite du produit et meme parfois la quantity consommee. 
Or les nutritionnistes s’accordent a dire que la viande est un 
element important de I’alimentation pour eviter notamment des 
carences. Ces annonces fracassantes risquent, sans pedago- 
gy, de reduire la consommation de viande frangaise et done 
de fragiliser un peu plus les filieres, et la boucherie de detail. 

Interpelle, le ministere de I’Agriculture rappelle que les conclu- 
sions du CIRC rejoignent celles du World Cancer Research Fund 
(WCRF) en 2007, de I’ANSES en 2011 (Nutrition et cancer) et 
de I’lNCa en 2015 qui classaient deja les viandes rouges et les 
charcuteries comme facteurs de risque augmentant le risque de 
cancers evitables, notamment de cancer colorectal. Le risque, 
explique le ministere, depend egalement de I'exposition du 
consommateur. 

Dans son rapport, le WCRF indique que le niveau de consomma- 
tion moyen doit se situer en dessous du seuil de 500 g/semaine 
de viande rouge cuite, ce qui revient a ne pas en consommer 
plus de 70 g/jour. Ces elements sont en accord avec la position 
de I’ANSES et de I’lNCa qui, pour les charcuteries, conseillent 
d’en limiter la consommation. Le risque associe a une aug- 
mentation de 100 g de viande n’est demontre que chez les 
gros consommateurs de viande (> 500 g/semaine) et en aucun 
cas pour une augmentation de 100 g de viande partant d’une 
consommation nulle. 

II ne faut done pas laisser entendre que la consommation de 
viande rouge presente un risque des la premiere bouchee de 
viande. En France, avec 373 g/semaine en moyenne par per- 
sonne, sa consommation est bien inferieure a ce seuil (CREDOC, 
enquetes 2004 et 2007). La tendance est meme a la diminution 


constante depuis une vingtaine d’annees (enquetes INCA 1 999, 
2007 de I’AFSSA, 2004 et 2007 du CREDOC). 

La viande contribue aux apports en micronutriments tel que 
le fer, dont la couverture des besoins est loin d’etre optimale 
pour les jeunes enfants, les adolescents, les femmes en age 
de procreer et les femmes enceintes. C’est aussi une source 
essentielle de proteines bien assimilees, avec un role important 
en prevention de la denutrition des sujets ages. 

J.-M. M. 


|Orthophonistes: des hospitaliers declasses? 


Pascal Allizard, senateur, signale au ministere de la Sante la 
situation des soins d’orthophonie dans les hopitaux publics, 
une offre qui se degrade alors que les besoins augmentent, 
dus notamment a certaines pathologies: maladies degenera- 
tives, accidents vasculaires cerebraux (AIT, AVC). . . Apres avoir 
obtenu la reconnaissance de leur profession par une formation 
correspondant au niveau master (bac + 5), les orthophonistes 
s’inquietent du decalage entre leurs competences et le niveau 
statutaire et salarial propose en hopital (bac + 3). Ce decalage 
entraine une desaffection des praticiens prejudiciable a I’hopi- 
tal public, a la formation des etudiants et aux professionnels 
liberaux qui ne peuvent seuls prendre en charge les patients 
quittant I’hopital public! Que fait-on pour renforcer les soins 
orthophoniques a I’hopital public et prendre en consideration 
le niveau de competence des orthophonistes hospitaliers. 

Le ministere rassure: actuellement classes statutairement en 
category B, les orthophonistes, independamment de la duree de 
formation fixee en 201 4, doivent integrer la category A, confor- 
mement au protocole LMD d’accord du 2/2/201 0. L’attractivite 
de la profession en milieu hospitalier est un probleme majeur et 
le gouvernement est soucieux de I’ameliorer. II a diligente une 
enquete aupres des etablissements hospitaliers sur la situation 
des orthophonistes. Ses resultats doivent servir de base a une 
concertation avec les representants de la profession et portant 
notamment sur le lien ville/hopital. Le gouvernement soutient 
une disposition dans le projet de modernisation du systeme 
de sante, integrant une nouvelle definition des missions des 
orthophonistes, qui a etearretee consensuellement avec les 
representants de la profession. 


J.-M. M. 
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Lyme: Securite SocialeBw 
et diagnostic en accusationl 


Regulierement des parlementaires attirent I’attention du 
ministere de la Sante sur le probleme de la reconnaissance 
et de la prise en charge par la Securite Sociale de la maladie 
de Lyme, maladie bacterienne (borreliose) dont le vecteur 
est la tique Ixodes ricinus. Certains remettent en cause les 
techniques de diagnostic. 

C’est la maladie a vecteur la plus frequente aux USA (300 000 
nouveaux cas/an) et dans certains pays temperes de I’hemis- 
phere nord. L’epidemie est d’ampleur similaire au Canada. 
En Allemagne, les autorites estiment entre 1 et 2 millions le 
nombre de personnes touchees. On peut considerer que 
les chiffres avances par les autorites en France (1 000 a 
2 000 cas/an) sont en fait sous-evalues, estime le senateur 
Bruno Gilles [27 000, selon 
I’lnVS-NDLR]. En d’autres 
termes, les tests utilises ne 
permettent pas de detecter 
I’ensemble des porteurs de 
la maladie qui, ajoute-t-il, 
fait I’objet de nombreuses 
controverses au sein de la 
communaute medicale et 
scientifique, qu’il s’agisse 
de la fiabilite du diagnostic, 
de son caractere chronique 
et du traitement associe. 

Le diagnostic serologique 
n’est pas satisfaisant en 
raison du manque de fia- 
bilite des tests, ce que 
confirme le Haut Conseil de 
la sante publique (HCSP) 
dans un rapport (28/3/2014) sur lequel s’appuient les asso- 
ciations de patients. Si Ton veut eviter la chronicisation de 
nombreux cas de Lyme avec leurs complications et leur cout, 
une expertise collective pluridisciplinaire est necessaire, via 
un programme de recherche national voire europeen pour 
disposer des donnees scientifiques les plus recentes et pour 
actualiser les recommandations issues de la conference de 
consensus de la SPILF en decembre 2006, intitulee « Bor- 
reliose de Lyme: demarches diagnostiques, therapeutiques 
et preventives ». 

Pour Daniel Laurent, les criteres de diagnostic, de depistage 
et de traitement font I’objet d’une controverse dans le monde 
medical, de meme que le caractere chronique de la patholo- 
gie. Mais surtout la borreliose de Lyme est particulierement 
meconnue par nos concitoyens, il est indispensable de mener 
des actions de prevention et d’information [y compris du 
corps medical]. L’alliance des sciences du vivant (AVIESAN) 
devrait etre saisie afin de disposer d’une expertise multidis- 
ciplinaire permettant un etat des lieux sur les connaissances 
veterinaires, entomologiques, biologiques, epidemiologiques, 
sociologiques et medicales relatives a la maladie de Lyme 
et autres pathogenes transmis par les tiques, ainsi que sur 
I’amelioration des techniques de diagnostic et des strategies 
therapeutiques en lien avec les equipes hospitalo-universi- 
taires et les societes savantes concernees. 


Pour Hubert Falco, selon les associations de malades qui se 
mobilisent, cette maladie tres invalidante est tres peu connue 
et sous-diagnostiquee dans notre pays, ou elle connaTt une 
expansion inquietante. Dans sa forme chronique, elle est 
beaucoup plus insidieuse, parce qu’elle peut se reveiller 
plusieurs mois ou plusieurs annees apres la piqure. La pre- 
vention et I’information du public sont tres insuffisantes et il 
faut souvent aux patients subir de nombreuses consultations 
et des traitements inadequats avant d’etre depistes. 

Reponse du ministere de la Sante: la borreliose de Lyme 
fait depuis plusieurs annees en France I’objet d’une sur- 
veillance epidemiologique et vectorielle. Cette maladie peut 
etre contractee sur tout le territoire (sauf haute montagne et 
littoral mediterraneen, peu favorables a la survie des tiques). 
La borreliose de Lyme est une maladie infectieuse devolution 
favorable si elle diagnostiquee et traitee precocement. Le dia- 
gnostic repose sur un faisceau 
d’arguments cliniques, biolo- 
giques et epidemiologiques. 
Symptomatologie, diagnostic 
et traitement sont bien docu- 
ments en cas de morsure 
recente et de symptomes 
comme I’erytheme migrant 
chronique (EMC). A distance 
de la morsure et devant des 
symptomes peu specifiques, 
la demarche diagnostique et 
therapeutique peut etre plus 
difficile et a suscite des opi- 
nions contrastees. 

Le HCSP a ete saisi en vue 
d’une actualisation de I’etat 
des connaissances sur I’epi- 
demiologie, les techniques 
diagnostiques et les orientations de traitement d et I’iden- 
tification d’axes de recherche eventuels. Le ministere de la 
Sante a engage une reflexion pour renforcer les outils de 
communication aupres de la population sur les risques lies 
aux tiques et des professionnels de sante sur la definition 
simple de reperes pour effectuer un diagnostic precoce et 
d’informations sur la conduite a tenir. 

Les performances des tests de depistage commercialises 
seront egalement evaluees en lien avec I’ANSM et le Centre 
national de reference des Borrelia. L’lnVS examinera dans 
quelles conditions les criteres permettant de definir cette 
maladie comme devant etre soumise a declaration obliga- 
toire. Enfin, I’AVIESAN a ete saisi en vue d’une expertise 
multidisciplinaire permettant un etat des lieux de haut niveau 
et d’une grande rigueur scientifique sur les connaissances 
veterinaires, entomologiques, biologiques, epidemiologiques, 
sociologiques et medicales de la maladie de Lyme et autres 
pathogenes transmis par les tiques, et sur I’amelioration des 
techniques diagnostiques et des strategies therapeutiques 
en lien avec les CHU equipes hospitalo-universitaires les 
plus engagees dans la recherche et les societes savantes 
concernees. 

Les parlementaires ont ete entendus... ■■ 

J.-M. Manus 
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